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RESUMO

O acido galico (AG) apresenta muitas atividades biologicas, tais como potencial
antioxidante e neuroprotetor, porém as suas caracteristicas fisico-quimicas limitam o seu uso.
Diante disso, o presente trabalho consistiu na obtencdo, caracterizagdao fisico-quimica e
biolégica de nanoparticulas poliméricas contendo AG com o objetivo de produzir formulagdes
que possam ser direcionadas ao Sistema Nervoso Central. O AG foi encapsulado em
nanoparticulas de poli(D,L-acido-latico-co-glicolico) (PLGA) e nanoparticulas de PLGA
revestidas com polissorbato 80 (PS80), por meio da técnica de emulsificagao-evaporagao do
solvente com emulsao simples. Um método analitico foi desenvolvido e validado utilizando a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com a finalidade de permitir uma confiavel
quantificacdo de AG. A fase movel do método consistiu de acetonitrila: dgua: acido acético
0,4% (50:30:20, v/v/v), em um fluxo de 0,9 mL/min com detec¢ao em 271 nm. Este método
apresentou especificidade, linearidade, intervalo, precisao, limite de detec¢ao e quantificacao,
exatidao e robustez, satisfatorios conforme as resolugdes vigentes. As nanoparticulas foram
caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulagdo, didmetro médio, distribuicao de tamanho,
potencial de superficie, identificagcdo de grupos funcionais, cristalinidade dos compostos,
estabilidade térmica, forma e perfil de liberacdo. As nanoparticulas sem revestimento e
revestidas demonstraram caracteristicas fisico-quimicas adequadas, com tamanho médio de
223,27 £ 11,80 nm e 228,41 £ 11,16 nm, respectivamente. Apos o armazenamento por 12
semanas, as formulagdes ndo apresentaram tendéncia a flocula¢ao ou agregacao, entretanto, as
nanoparticulas com revestimento tiveram seu potencial zeta alterado quando armazenadas
mais que 8 semanas em temperatura ambiente. Dessa forma, o recomendado ¢ seu
armazenamento em temperatura de -20°C. Os sistemas desenvolvidos apresentaram auséncia
de toxicidade sobre hemacias nas concentragdes de 40 e 20 pg/mL de AG e potencial

antioxidante com libera¢ao controlada e dependente da concentragao.

Palavras-chave: nanoparticulas, acido galico, polissorbato 80, antioxidante.



ABSTRACT

Gallic acid (GA), presents several biological activities such as antioxidant and
neuroprotective potential, but their physicochemical characteristics limit its use. Considering
this, the present study consisted in obtainment, physicochemical and biological
characterization of polymeric nanoparticles containing GA with objective to produce
formulations can be toward to Central Nervous System. GA was encapsulated into
nanoparticles of poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and PLGA nanoparticles coated with
polysorbate 80 (PS80), by emulsification-solvent method with single emulsion. An analytical
method was developed and validated by high performance liquid chromatography in order to
allow for reliable GA quantification. The mobile phase of the method consisted of
acetonitrile: water: 0.4% acetic acid (50:30:20, v/v/v), in a flow 0.9 mL/min with detection at
271 nm. This method presented a suitable specificity, linearity, interval, precision, detection
and quantification limits, accuracy and robustness according to current guidelines.
Nanoparticles were characterized in relation to encapsulation efficiency, mean diameter, size
distribution, surface potential, identification of functional groups, crystallinity thermal
stability, shape and release profile. Nanoparticles without coating and coated demonstrated
appropriate physicochemical characteristics with mean size of 223.27 + 11.80 nm and 228.41
+ 11.16 nm, respectively. After storage for 12 weeks, formulations showed no tendency to
flocculation and aggregation, however coated nanoparticles presented zeta potential modified
when stored over 8 weeks at room temperature. Thus, is the recommend storage at -20°C
temperature. The developed systems present lack of toxicity on red blood cells in
concentrations of 40 and 20 pug/mL of GA and antioxidant potential with controlled release

and concentration dependent.

Keywords: nanoparticles, gallic acid, polysorbate 80, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As desordens que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC) atingem grande
porcentagem da populacido mundial. Doengas neurodegenerativas como o Alzheimer,
Parkinson, esclerose lateral amiotrofica e esclerose multipla sdo as principais condigdes
debilitantes do século XXI. Sua causa esté ligada ao avancgo da idade, as condi¢cdes ambientais
e/ou doengas imunes (KABANOV & GENDELMAN, 2007; NUNES, AL-JAMAL &
KOSTARELOQOS, 2012).

Mesmo com o impacto significativo dessas desordens na sociedade, os avangos no
desenvolvimento de novos farmacos ainda sdao limitados, por exemplo, o tratamento da
depressao e esquizofrenia ainda ¢ amplamente baseado em substancias identificadas por volta
de 1950 (AJETUNMORBI et al., 2014). Portanto, as tentativas de encontrar meios efetivos
para o tratamento de doengas que afetam o SNC sdo relevantes. A eficacia terapéutica ¢
limitada principalmente devido a presenca da barreira hematoencefalica (BHE) que possui
alta seletividade para a entrada de farmacos no cérebro (KABANOV & GENDELMAN,
2007; NUNES, AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2012).

O recente e rapido avanco no campo da nanotecnologia apresenta uma oportunidade
para enfrentar esses desafios. A nanotecnologia utiliza materiais com uma menor organizagao
funcional, capazes de interagir com sistemas bioldgicos a nivel molecular. Assim, oferece
formas de manipular sistemas bioldégicos complexos com maiores seletividade e precisao que
as abordagens farmacologicas convencionais (MODI et al., 2009; AJETUNMOBI et al.,
2014).

O é4cido galico (AG) ¢ um importante composto polifendlico presente em plantas.
Diversas atividades biologicas tém sido atribuidas a este composto, tais como antiviral,
antifungica, antitumoral, além da sua potente atividade antioxidante (NABAVI et al., 2012).
O AG apresenta a habilidade de remover as ERO’s, tais como os anions superdxido, peréxido
de hidrogénio, radicais hidroxil e acido hipocloroso. Devido a isto, muitos estudos tém
relatado seu efeito neuroprotetor, tais como efeito benéfico na neurotoxicidade mediada pela
proteina beta-amiloide e no estresse oxidativo cerebral induzido por estreptozocina
(MANSOURI et al., 2013a).

A dose letal mediana para o AG em ratos ¢ de 5 g/lkg (DHINGRA, CHHILLAR &
GUPTA, 2012; MANSOURI et al., 2013b). No estudo de Niho et al. (2001) ndo foram
observados efeitos adversos em ratos nas concentragdes de 119 e 128 mg/kg/dia para machos

e fémeas, respectivamente, por um periodo de 13 semanas. Em concentragdes maiores ocorreu
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o aparecimento de anemia e hipertrofia das células do figado. O AG ¢ rapidamente oxidado de
modo ndo enzimatico em solugdes fisioldogicas, gerando anions superoxido, peroxido de
hidrogénio e quinonas. Em consequéncia disso, estes compostos podem produzir diferentes
efeitos vasculares que podem causar dano celular, sugerindo a possibilidade de efeitos
adversos in vivo a longo-prazo em condi¢des apropriadas (GIL-LONGO & GONZALEZ-
VAZQUEZ, 2010).

Além disso, Hwang et al. (2008) afirma que a biodisponibilidade oral do AG, ¢ muito
baixa, sendo que a concentragdo plasmatica provavel alcangada seja dez vezes menor daquela
necessaria para produzir algum efeito. Em humanos, a sua concentragdo plasmatica
encontrada, apds a administracdo oral de 50 mg, foi na faixa de 1,8-2,1 uM apds
aproximadamente 1,5 h, sendo que ¢ indectavel 12 h de sua administracio (SHAHRZAD et
al.,2001). Concluindo-se que o AG possui um curto tempo de meia-vida de eliminagao.

Devido a tais caracteristicas, seu uso ¢ limitado. Portanto, para alcancar uma resposta
terapéutica desejavel € necessario melhorar a biodisponibilidade do AG. Entre as diferentes
estratégias, as nanoparticulas representam uma interessante alternativa, pois além de
protegerem o fArmaco encapsulado de condi¢des externas, elas também podem favorecer sua
absor¢ao pelas membranas biologicas. Além de que os efeitos adversos podem ser diminuidos
por meio do direcionamento a 6rgdos especificos e alvos celulares (DELIE & BLANCO-
PRIETO, 2005; HUGHES, 2005; ZHANG et al., 2013).

Assim, o presente estudo realizou o desenvolvimento tecnoldgico, a caracterizacao
fisico-quimica de nanoparticulas poliméricas contendo AG e verificagdo das atividades
biolégicas in vitro do fdrmaco encapsulado, com o objetivo de produzir formulagdes que

possam ser direcionadas ao SNC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Transporte de Farmacos através da Barreira Hematoencefalica

O cérebro possui barreiras que dificultam o acesso de agentes terapéuticos e de
diagnostico para o SNC. Entender as caracteristicas fisiolégicas dessas barreiras se torna
necessario para que farmacos sejam direcionados ao cérebro e desempenhem uma atividade
efetiva (KABANOV & GENDELMAN, 2007). A BHE, originalmente descrita por Paul
Ehrlich em 1885, atua internamente como uma barreira que protege o cérebro contra
substancias nocivas e patdgenos presentes na circulacdo sanguinea como virus, bactérias,
parasitas e toxinas. Além de auxiliar na irrigagdo dos nutrientes necessarios para o bom
funcionamento do cérebro (ALAM et al., 2010; KANWAR et al., 2012; WONG, WU &
BENDAY AN, 2012).

A BHE ¢ responsavel por diversas fungdes cerebrais como a manutengdo da
homeostasia tecidual, regulacdo do tonus vascular, fibrindlise, coagulacdo, ativacao e
migragdo de células sanguineas durante processos patoldgicos e vascularizagao de tecidos
neoplasicos (ALAM et al., 2010). Existem aproximadamente 100 bilhdes de capilares no
cérebro humano que formam uma rede com area superficial de aproximadamente 20 m’.
Apesar dessa enorme area superficial, a BHE carece de fendas intercelulares e fenestragdes, e
apresenta altos niveis de enzimas metabolizadoras o que restringe significativamente a entrada
de solutos da periferia para o SNC (KABANOV & GENDELMAN, 2007; KANWAR et al.,
2012).

A microvasculatura cerebral (Figura 1) ¢ formada por células endoteliais, pericitos,
astrocitos, microglia, neurdnios e matriz extracelular. As células endoteliais formam as
paredes dos capilares, possuem capacidade endocitica e compartilham a membrana basal com
os pericitos. Anatomicamente, estas c¢lulas sdo diferentes das células endoteliais periféricas,
pois ndo existem fenestragcdes e possuem um nimero superior de mitocondrias, resultando em
uma atividade metabdlica mais intensa. Sao unidas pelas juncdes oclusivas (tight junctions)
que formam uma barreira celular quase impermeavel que limita e regula o fluxo de células de
defesa do sistema imune (macrofagos), xenobidticos e compostos endogenos, além de causar
uma reducao de 100 vezes da pinocitose através do endotélio. A presenga de tais jungdes entre
as cé¢lulas endoteliais resulta em uma alta resisténcia elétrica quando comparada a de outros
tecidos corporais (FARAJI & WIPF, 2009; ALAM et al., 2010; NUNES, AL-JAMAL &
KOSTARELOS, 2012; WONG, WU & BENDAY AN, 2012; BICKER et al., 2014).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da BHE.
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(Adaptado de Kabanov & Gendelman, 2007).

O outro lado dessa membrana ¢ quase totalmente cercado pelos astrécitos que formam
uma rede ao longo dos vasos sanguineos. Desempenham um papel essencial no SNC, atuam
fornecendo suporte bioquimico as células endoteliais, regulam o fluxo sanguineo, fornecem
nutrientes aos tecidos nervosos, mantém o equilibrio de ions extracelulares e auxiliam no
processo de reparacao e cicatrizacao do cérebro e da medula espinhal apds lesdes traumaticas.
Os pericitos sao importantes para maturagdo, remodelagem e manutengdo do sistema vascular
por meio da secrecao dos fatores de crescimento ou modulagdo da matriz extracelular. Eles
também estdo envolvidos no transporte através da BHE e na regulacdo da permeabilidade
vascular, além de possuir alta capacidade fagocitica. As terminacdes nervosas se localizam
proximas as cé€lulas endoteliais (ALAM et al., 2010; NUNES, AL-JAMAL &
KOSTARELOS, 2012).

A BHE ¢ facilmente permeével para moléculas lipofilicas com peso molecular inferior
a 400 Da. Grandes moléculas, tais como proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais,
peptideos e acidos nucléicos, ndo sdo capazes de permear o parénquima cerebral. Desta
forma, existem mecanismos especializados de transporte para os nutrientes essenciais. A

absor¢ao de moléculas ocorre por meio de dois mecanismos, transporte ativo e passivo. A
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difusao € o processo passivo mais simples de transporte dependente do gradiente de
concentracdo e pode ocorrer através da membrana (transcelular) ou entre as células
(transporte paracelular), sendo dependente do tamanho e lipofilicidade dos solutos
(KANWAR et al., 2012; NUNES, AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2012; WONG, WU &
BENDAY AN, 2012). A difusdo paracelular ocorre em uma extensao limitada da BHE devido
as juncdes oclusivas, visto que a maioria dos fArmacos com moléculas menores tém alto peso
molecular ou sdo hidrossoluveis o que impede sua difusdo simples (ALAM et al., 2010;
WONG, WU & BENDAY AN, 2012).

O transporte mediado por carreadores envolve proteinas que facilitam o movimento de
solutos pouco permeaveis nas membranas. A difusdo facilitada ¢ uma forma de endocitose
que envolve a passagem mediada por carreadores de solutos através de membranas celulares
dependente do gradiente de concentracdo (WONG, WU & BENDAY AN, 2012). Os solutos
se ligam as proteinas carreadoras especificas que desencadeiam uma mudanga conformacional
na proteina, resultando no transporte para o outro lado da membrana. Este mecanismo
contribui para o transporte de varias substiancias incluindo aminoacidos, nucleosideos e
pequenos peptideos. A endocitose inclui a fagocitose, pinocitose e endocitose mediada por
receptores (ALAM et al., 2010; BIDDLESTONE-THORPE et al., 2012).

O transporte ativo ¢ um processo mediado por proteinas carreadoras, mas que utiliza a
hidrolise de trifosfato de adenosina (ATP) como fonte de energia para mover moléculas
contra um gradiente de concentragdo (BIDDLESTONE-THORPE et al., 2012; WONG, WU
& BENDAY AN, 2012). Os mecanismos de efluxo também estdo presentes na BHE. O mais
conhecido ¢ a glicoproteina P que tem uma alta propensao de bombear para fora os compostos
indesejaveis, tais como farmacos antitumorais e antibidticos, resultando em uma acumulagao
restrita de tais moléculas dentro do cérebro (NUNES, AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2012).

Em doencas onde a integridade da BHE ¢ comprometida, ocorre a alteragao da
permeabilidade e o recrutamento de citocinas ao cérebro, permitindo a entrada de varios
agentes terapéuticos ou de diagnostico neste local (KANWAR ef al., 2012). Esta
permeabilidade aumentada tem sido verificada em casos de acidente vascular cerebral, em
doencas inflamatorias e infecciosas, esclerose multipla, doenga de Alzheimer, encefalopatia
séptica, deméncia induzida pelo virus HIV e cancer (KOO, RUBINSTEIN & ONYUKSEL,
2005).

Entretanto, os estagios iniciais dessas desordens ocorrem enquanto a BHE esta intacta.
Por isso, ¢ importante desenvolver formas de atravessa-la, ndo somente para a liberacdo de

farmacos, mas também para o diagndstico e prevenc¢do. A administracao terapéutica pode ser
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alcancada, contornando esta barreira com técnicas invasivas, como a inje¢ao intracraniana
direta ou a administragdo intraventricular, mas estes métodos estdo longe de serem ideais,
dado o risco de infec¢do e a despesa cirirgica elevada. Como resultado, as técnicas ndo
invasivas estdo atraindo mais atencdo como métodos alternativos de atravessar a BHE
(KANWAR et al., 2012).

Neste contexto, as nanoparticulas tém sido amplamente investigadas como sistemas
carreadores capazes de aumentar a penetracdo ou superagdo da BHE. Os parametros
farmacocinéticos dessas nanoparticulas podem ser alterados para assegurar uma liberacao
direcionada dos farmacos encapsulados, visto que sua persisténcia na circulacao sistémica ¢
necessaria (HUGHES, 2005; MODI et al., 2009; KANWAR et al., 2012). As formulagdes
convencionais apresentam a superficie hidrofobica e sdo rapidamente opsonizadas e
massivamente eliminadas pelos macrofagos do sistema fagocitico mononuclear (KUMARI,
YADAV & YADAYV, 2010).

Um método amplamente utilizado para retardar essa opsonizacdo ¢ adicionar um
revestimento que possa impedir as interacdes eletrostaticas e hidrofobicas que estdo
envolvidas na ligagdo das opsoninas a superficie das nanoparticulas. Portanto, a
funcionaliza¢dao da superficie pode determinar o comportamento de nanoparticulas in vitro e
in vivo, desempenhando um importante papel na sua capacidade de alcancarem o cérebro
(CHENG et al., 2014; KREUTER, 2014). As moléculas utilizadas para esse fim podem ser
surfactantes nao i6nicos, como os polissorbatos, sendo o polissorbato 80 o de maior utiliza¢ao
(PS80) (OWENS III & PEPPAS, 2006).

A endocitose € o mecanismo, comprovado experimentalmente, pelo qual as
nanoparticulas revestidas com PS80 chegam até o cérebro. E possivel que os polissorbatos
fixem na superficie de nanoparticulas a apolipoproteina E (apoE) que desempenha um
importante papel no transporte das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) para dentro do
cérebro. Depois que a apoE esta ligada a superficie, as nanoparticulas similares as particulas
de LDL interagem com seus receptores presentes nas células endoteliais dos capilares do
cérebro promovendo a internalizacdo das nanoparticulas (SUN et al., 2004; WOHLFART,
GELPERINA & KREUTER, 2012).

As nanoparticulas revestidas com PS80 sdo amplamente estudadas para o
direcionamento cerebral de farmacos até o SNC. Wang et al. (2009) desenvolveram
nanoparticulas de poli(n-butil-cianoacrilato) (PBCA) revestidas com PS80 contendo
gencitabina, sendo obtidos resultados favoraveis in vitro e in vivo. As nanoparticulas inibiram

a proliferacao de células de glioblastoma in vitro e o crescimento do tumor em modelo animal
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com ratos. Wilson et al. (2008) encapsularam rivastigmina em nanoparticulas de PBCA
revestidas com PS80 que desempenharam um papel importante no direcionamento cerebral do
farmaco em comparacdo com o firmaco livre, podendo significar uma melhora no tratamento
da doenga de Alzheimer. Jose ef al. (2014) obtiveram nanoparticulas de PLGA revestidas com
PS80 contendo bacoside A, onde foram atingidas altas concentragdes cerebrais do fArmaco
confirmando o potencial do PS80 como revestimento de superficie para o tratamento de

doengas do SNC.

2.2 Nanotecnologia

Em 1959, o fisico Richard P. Feynman mencionou pela primeira vez a possibilidade
de manipular e controlar a matéria em escala de dtomos e moléculas, imaginando toda a
Enciclopédia Britanica escrita na cabeca de um alfinete (FEYNMAN, 1960; SAHOO,
PARVEEN & PANDA, 2007; EZHILARASI et al., 2013). Em 1974, Nario Taniguchi definiu
o termo nanotecnologia como a capacidade de examinar e controlar a matéria em escala
nanométrica que corresponde a uma magnitude de 10 m (EZHILARASI ef al., 2013).

Desde entdo, a nanotecnologia ¢ utilizada em uma extensa gama de aplicacdes nos
diferentes campos da fisica, quimica e biologia (SANCHEZ & SOBOLEYV, 2010; CUPAIOLI
et al., 2014). Os usos promissores dessa tecnologia tém emergido em alguns setores
fundamentais, tais como energia, comunicacao, purificacdo da agua, redu¢do da poluicao e
progresso ambiental, melhoramento de materiais e novos produtos, agricultura, eletronicos,
ciéncia forense, espaco e aplicacdes médicas e biomédicas, criando um mercado de bilhdes de
dolares (KUMARI, YADAV & YADAV, 2010; FERREIRA, CEMLYN-JONES &
CORDEIRO, 2013).

A nanotecnologia utiliza as nanoparticulas como carreadores coloidais com tamanho
na faixa de 10 a 1000 nm, em geral préoximo a 200 nm (WANG & ZHANG, 2012;
KREUTER, 2014). Tais carreadores sdo muito versateis e variaveis quanto ao seu arranjo
estrutural, tornando possivel sua utilizagdo no diagndstico clinico de doengas e na liberacao
controlada de farmacos (BANYAL et al., 2013).

As nanoparticulas sdo frequentemente utilizadas para melhorar o valor terap€utico de
varios farmacos e moléculas bioativas. A nanoencapsulagao de farmacos pode reduzir as
despesas hospitalares e os riscos de toxicidade, além de aumentar a adesdo do paciente ao

tratamento e melhorar parametros como eficacia, especificidade, biodisponibilidade,
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tolerabilidade, tempo de retencdo e indice terapéutico dos correspondentes farmacos
(ALEXIS et al., 2008; KUMARI, YADAV & YADAYV, 2010).

Essas formulagdes ocasionam a protecdo da degradacdo prematura e interacdo com o
meio biolégico € um aumento da absor¢cao em um tecido especifico (KUMARI, YADAV &
YADAYV, 2010). A regulagao da velocidade de liberagdo e distribui¢ao do fA&rmaco ocasiona o
aumento da permeabilidade nas membranas bioldégicas e uma concentragdo sustentada dentro
da janela terapéutica (HUGHES, 2005; ACHARYA & SAHOO, 2011; MO et al., 2012,
ZHANG et al., 2013). Portanto, as nanoparticulas levam a uma alta efici€éncia terapéutica com
uma toxicidade geral mais baixa, o que confirma os seus diversos beneficios (ACHARYA &
SAHOO, 2011).

Diversos sistemas nanoestruturados carreadores de farmacos tém sido estudados para o
uso terapéutico com grande entusiasmo em ambas as aplicagdes, académica e industrial
(ACHARYA & SAHOO, 2011). Desde que o primeiro sistema de liberacdo controlada de
farmacos foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1990, a Anfotericina B
Lipossomal, outros estdo disponiveis comercialmente para o tratamento de diversas doencas
como cancer, infecgdo fingica e degeneragao muscular. O custo médio e tempo necessario
para desenvolver estes sistemas sdo significativamente menores que para um novo farmaco
(ZHANG et al., 2013). O mercado mundial de sistemas nanoestruturados para a liberagao
controlada ¢ estimado, todo ano, em 60 bilhdes de dolares, sendo utilizados por cerca de 100
milhdes de pessoas a cada ano (ALEXIS et al., 2008).

Os tipos de carreadores utilizados podem ser polimeros, lipossomas, micelas
poliméricas, nanogéis, metais, dendrimeros, dentre outros (ACHARYA & SAHOO, 2011;
PARVEEN, MISRA & SAHOQ, 2012). A eliminac¢dao das nanoparticulas ¢ desejavel depois
da sua administragdo e desenvolvimento de sua funcdao, dessa forma as nanoparticulas
biodegradaveis sdo preferidas que nanoparticulas nao biodegradaveis (ex.: coloides metais,

ceramicas) (MEI et al., 2013).

2.3 Nanoparticulas Poliméricas

A incorpora¢do de um polimero em um sistema na escala nanométrica forma uma
camada protetora para o firmaco e auxilia na estabilidade coloidal in vitro (para estocagem) e
in vivo (estabilidade bioldgica) das nanoparticulas (WANG & THANOU, 2010). Os

polimeros sdo biodegradaveis e podem ser facilmente eliminados do organismo por meio da
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opsonizagdo e fagocitose apds realizar sua tarefa como um carreador de fArmacos (SOSNIK et
al.,2010; MEI et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas sdo amplamente utilizadas, pois possuem a capacidade
de ser alvo passivo para tumores, alta eficiéncia de encapsula¢ao e desenvolvimento de uma
ampla gama de agentes terapéuticos (HE er al., 2010). Além disso, as nanoparticulas
poliméricas sdo estaveis no sangue, nao possuem toxicidade, ndo sdo trombogénicas, nao
desencadeiam reacdes inflamatorias € ndo ativam os neutrofilos (KUMARI, YADAV &
YADAYV, 2010). Sao frequentemente captadas pelas células do sistema imune e por isso sao
imunocompativeis (NAAHIDI et al., 2013). Possuem estabilidade estrutural e alta capacidade
de ligagdo a farmacos hidrofilicos e hidrofobicos tais como medicamentos, proteinas,
peptideos, e acidos nucléicos, além de apresentarem viabilidade de administragdo por
diferentes vias (KUMARI, YADAV & YADAV, 2010; BANYAL et al., 2013; SOSNIK et
al., 2010).

As propriedades das nanoparticulas sintetizadas como o perfil de liberacdo do
farmaco, potencial zeta, dentre outras, podem ser manipuladas por meio da escolha de
diferentes polimeros, surfactantes, dimensdes do mondémero e solventes organicos. Tais
estruturas contém grupos funcionais que podem ser transformados de acordo com a molécula
do farmaco ou alvos ligantes (BANYAL et al., 2013).

Os polimeros podem ser de origem natural ou de origem sintética. Os polimeros
naturais mais utilizados sdo heparina, quitosana, dextrana, albumina, gelatina, alginato e
coladgeno, e os polimeros sintéticos sdao poli(acido-latico) (PLA), poli(acido-glicolico) (PGA),
poli(D,L-4cido-latico-co-glicolico) (PLGA), polietilenoglicol (PEG), poli(e-caprolactona)
(PCL), poli(aspartato) (PAA) e  N-(2-hidroxipropil) = metacrilamida (HPMA)
(EGUSQUIAGUIRRE et al., 2012; MEI et al., 2013).

A taxa de degradacao dos polimeros e subsequente liberagao do farmaco podem ser
controladas pela modificacdo da cadeia lateral do polimero, desenvolvimento de novos
polimeros, ou sintese de copolimeros. O PLGA (Figura 2) ¢ um copolimero do PLA e PGA ¢
um dos materiais mais comuns utilizados como carreador devido a sua Otima
biocompatibilidade e biodegradabilidade (ALEXIS et al., 2008; KUMARI, YADAV &
YADAYV, 2010). Sua aprovagao para uso humano e em nanomedicamentos foi concedida pelo

FDA (KUMARI, YADAV & YADAV, 2010).
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Figura 2 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do polimero PLGA, onde (m) representa o ntimero

de unidades do acido latico e (n) o nimero de unidades do acido glicolico.
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(Adaptado de Acharya & Sahoo, 2011).

O PGA ¢ mais hidrofilico quando comparado ao PLA, pois ndo possui um grupo
metilo e ¢ mais susceptivel a hidrélise, fazendo deste polimero facilmente degradavel.
Alternativamente, o PLA ¢ relativamente mais estavel no corpo (ALEXIS et al., 2008). A
biodegradagao do PLGA produz acido lactico e acido glicolico, estes sdo metabolizados no
ciclo do acido carboxilico (ciclo de Krebs) e eliminados do organismo na forma de agua e
didxido de carbono. Desde que o corpo efetivamente lida com esses dois mondmeros, existe
uma seguranca sistémica associada a utilizacdo do PLGA para a liberacdo de farmacos
(KUMARI, YADAYV & YADAV, 2010; MITTAL et al., 2011).

As nanoparticulas de PLGA nao somente prolongam o tempo de circulagdo in vivo de
farmacos de alguns minutos para muitas horas, mas também reduz a captacao celular ao longo
da via endocitica (ACHARY A & SAHOO, 2011). As pesquisas envolvem sua utilizacao para
o tratamento do cancer, Parkinson, Alzheimer, doengas infecciosas, propdsitos de imunizagao,
diagnostico, liberacdo controlada de farmacos e vacinas (WILSON et al., 2008; MO et al.,
2012; FERREIRA, CEMLYN-JONES & CORDEIRO, 2013; NAAHIDI ef al., 2013). Como
exemplos, Fonseca, Simdes & Gaspar (2002) desenvolveram um sistema de liberacao
polimérico para o paclitaxel com o objetivo de melhorar o indice terapéutico do fairmaco e
evitar seus efeitos adversos. Para isso, nanoparticulas de PLGA contendo paclitaxel foram
obtidas pelo método de deposigdo interfacial.

A co-encapsulagao de tamoxifeno e topotecano em nanoparticulas de PLGA foi obtida
com sucesso por Khuroo et al. (2014). A formulagao final conseguiu diminuir as doses e sua
frequéncia com um efeito sustentado desejavel. Sonam & Kumar (2014) otimizaram uma
formulagao de nanoparticulas de PLGA contendo cefixima, a qual demonstrou uma liberagao
sustentada e penetragdo através do epitélio intestinal com boa atividade antibacteriana, sendo
uma melhor opcdo para a liberacdo controlada de antibioticos. Complexos de dendritos e

plasmideos condensados contendo o gene para o antigeno protetor do Bacillus anthracis,
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foram encapsulados em nanoparticulas de PLGA (RIBEIRO et al., 2007). Esse sistema
induziu a resposta imune das células T-dependentes. Demonstrando a ampla gama de
aplicacdo das nanoparticulas de PLGA, da encapsulagdo de moléculas simples, co-
encapsulagdo até como adjuvante para novas vacinas.

A natureza acida de mondmeros de PLGA nao ¢ adequada para farmacos ou moléculas
bioativas. Assim, a adi¢do de surfactantes em formulagdoes de PLGA ¢é uma forma de
contornar este problema (KUMARI, YADAV & YADAV, 2010). O tamanho das particulas
de PLGA pode ser ajustado pela mudanca da sua composicao quimica bem como pelo método
de obtengdo. Ao passo que a liberacdo e a resposta eficaz dos fAirmacos encapsulados sdo
influenciadas pela modificagdo da superficie do PLGA, método de obtencao, tamanho das
particulas, aditivos da formulagdo, peso molecular do farmaco e propor¢ao de acido latico e
acido glicolico do PLGA (KUMARI, YADAV & YADAYV, 2010; ZHANG et al., 2013).

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas de acordo com seu processo de
obtengdo (Figura 3). As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares, que atuam como uma espécie
de reservatorio. Sao compostas de uma parede polimérica contendo um nucleo liquido (dgua
ou 0leo) onde o farmaco ¢ encapsulado. As nanoesferas sdo compostas de uma matriz
polimérica na qual o farmaco pode estar disperso (DELIE & BLANCO-PRIETO, 2005;
SOSNIK et al., 2010, RAO & GECKELER, 2011). Substancias ativas podem ser
encapsuladas dentro de sua matriz, adsorvidas ou conjugadas na sua superficie (YANG et al.,
2013). Em geral, elas sdo esféricas, mas “nanoesferas” com uma forma ndo esférica sdo

também descritas na literatura (RAO & GECKELER, 2011).
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Figura 3 - Tipos de nanoparticulas poliméricas obtidas por varios métodos.
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(Adaptado de Schaffazick et al., 2003).

As nanoparticulas poliméricas tém sido sintetizadas utilizando varios métodos de
acordo com as necessidades da sua aplicagdo e tipo de fArmaco a ser encapsulado (KUMARI,
YADAV & YADAYV, 2010). Tais métodos podem ser divididos em duas classes gerais. A
primeira classe envolve a polimerizagao de monomeros, e a segunda baseia-se na dispersao de
polimeros pré-formados. Exemplos da primeira sdo a polimerizagdo em emulsdo e a
polimeriza¢ao em dispersdao. Exemplos da segunda classe sdo salting-out, nanoprecipitagao,
emulsificacao-difusao do solvente e emulsificacdo-evaporagao do solvente (HUGHES, 2005;
KOO, RUBINSTEIN & ONYUKSEL, 2005).

A técnica emulsificagdo-evaporagdo do solvente ¢ uma versao modificada do método
evaporacao do solvente e ¢ o método mais comum utilizado para o preparo de nanoparticulas
(Figura 4). Primeiramente, o polimero ¢ dissolvido em um solvente volatil (tais como
diclorometano, cloroférmio), misturado a uma fase aquosa e a solugdo resultante ¢
emulsionada por agitagdo utilizando uma fonte de alta energia como agitacdo de alto
cisalhamento, homogeneizadores de alta velocidade ou alta pressdo, ultrasonicador ou
microfluidizador. A formacao das nanoparticulas ¢ alcangada pela evaporagao do solvente sob
pressdo reduzida. Posteriormente, as nanoparticulas solidificadas podem ser recolhidas por
ultracentrifugacao e lavadas com agua destilada para remover aditivos, tais como tensoativos.

Geralmente, um polimero dissolvido em um solvente organico constitui a fase oleosa,
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enquanto que a agua contendo o emulsionante forma a fase aquosa. O farmaco ¢ disperso na
rede da matriz polimérica (RAO & GECKELER, 2011; EZHILARASI et al., 2013; ZHANG
etal. 2013).

Figura 4 - Representagdo esquematica do método de emulsificagdo-evaporacao do solvente.
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(Adaptado de Musyanovych et al., 2008).

Um grande nimero de parametros no processamento das nanoparticulas podem ser
alterados tais como poténcia e duragdo da energia aplicada, volume da fase aquosa, pH da fase
aquosa, concentracdo do polimero e farmaco, peso molecular do polimero, propor¢dao dos
polimeros, grupos terminais do polimero, volume de solvente e concentragao de surfactante.
Cada um desses parametros influencia o tamanho e contetido de farmaco nas nanoparticulas
(BUDHIAN, SIEGEL & WINEY, 2007). A coalescéncia determina o tamanho final da
particula, o qual ¢ maior dependendo da condi¢do da evaporacdo. Isto ¢ importante para a
otimizacao das condi¢des do processo, pois, ajustando as condi¢des da evaporagdo do
solvente tais como temperatura e pressdo, melhora-se a qualidade das nanoparticulas
produzidas. Além disso, o uso de surfactantes pode minimizar o efeito de coalescéncia e
produzir nanoparticulas menores (ZHANG ef al., 2013).

A evaporagdo-emulsificacio do solvente ¢ amplamente usada para encapsular
farmacos lipofilicos. Entretanto, o nivel de carreamento para farmacos hidrofilicos, tais como
proteinas e peptideos, ¢ geralmente pobre devido a sua difusdo para a fase aquosa, antes da
solidificacdo do polimero e seu encapsulamento (ZHANG et al., 2013). Assim, duas

estratégias principais estdo sendo utilizadas para a formagdo de emulsdes: a preparagdao de
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emulsdes simples 6leo em agua (O/A) para farmacos lipofilicos ou emulsdes multiplas (6leo

em agua) em agua (O/A)/A para farmacos hidrofilicos (RAO & GECKELER, 2011).
2.4 Acido Gilico

O AG também denominado de acido 3,4,5 tri-hidroxi-benzoico (CsH2(OH);COOH)
(Figura 5), ¢ um composto fenolico simples poli-hidroxilado, sendo distribuido em todo o
reino vegetal. Altos teores podem ser encontrados em diversas frutas, nozes, chd verde,
vinhos, nas angiospermas ¢ algumas algas verdes (CHANWITHEESUK et al., 2007; HSU et
al., 2011; MASOUD et al., 2012). O AG e seus derivados sdo produtos naturais de hidrolise
do 4acido tanico (DANESHFAR, HASSAN & HOMAYOUN, 2008).

Figura 5 - Estrutura quimica do AG.
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(Adaptado de Wang, Halquist & Sweet, 2013).

O AG se apresenta na forma de um po cristalino branco com peso molecular de 179,12
g/mol, ponto de fusdo de 250°C e densidade de 1,7 g/cm’. Possui solubilidade aquosa tedrica
de 10 mg/mL (log P = -0,53 = 0,05), alta solubilidade em metanol e etanol e menor em
acetato de etila (LU et al., 2006; DANESHFAR, HASSAN & HOMAYOUN, 2008;
VERMA, SINGH & MISHRA, 2013). O AG ¢ um &cido organico com dois valores de pKa,
4,10 para o grupo carboxilico e 8,38 para o grupo hidroxila (MORENO-ALVAREZ et al.,
2010).

Possui varias aplicacdes na industria quimica, alimentar e farmacéutica, ¢ utilizado
como um padrao para a determinagao do teor de fenol de varios analitos pelo ensaio de Folin-
Ciocalteau, na producdo do antibidtico trimetoprim, corantes e tintas. O AG é comumente

usado na industria farmacéutica, porque muitos ensaios in vivo € in vitro em humanos,
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animais e cultura de células tém fornecido evidéncias para suas varias atividades (MASOUD
et al., 2012). Possui uma enorme demanda de cerca de 8000 toneladas por ano em todo o
mundo, devido a sua importancia (DANESHFAR, HASSAN & HOMAYOUN, 2008;
PARDESHI, DHODAPKAR & KUMAR, 2014).

Dentre as atividades biologicas do AG, a antitumoral ¢ muito estudada (CHEN &
CHANG, 2012; CIRILLO et al., 2010; HO et al., 2013; REDDY et al, 2012). A
citotoxicidade causada por este composto atua somente em células cancerosas nao
danificando as células saudaveis (DE MEJIA et al., 2006). Diversas linhagens tumorais
humanas ja foram testadas demonstrando tal potencial, dentre elas linfoma (CHEN &
CHANG, 2012), carcinoma renal e de prostata (CIRILLO et al., 2010), adenocarcinoma
gastrico (HO et al., 2013), adenocarcinoma mamario (HWANG et al., 2008), melanoma
(LOCATELLI et al., 2009), glioblastoma, adenocarcinoma cervical (YOU & PARK, 2011),
leucemia mieldide cronica (REDDY et al., 2012) e leucemia promielocitica aguda (HUANG
etal. 2012).

Além disso, outras agdes biologicas tém sido demonstradas, tais como anti-
inflamatéria (YOON et al., 2013; HSIANG et al., 2013), antibacteriana
(CHANWITHEESUK et al., 2007), antialérgica (VO, NGO & KIM, 2012), cardioprotetora
(PRISCILLA & PRINCE, 2009; UMADEVI et al., 2012), neuroprotetora (BAN et al., 2008;
NABAVI et al., 2012; MANSOURI et al., 2013a), hepatoprotetora (TUNG et al., 2009;
PUNITHAVATHI et al., 2011a), gastroprotetora (PAL et al., 2010), antiulcerogénica
(CHATTERIJEE et al., 2012) e anti-hiperglicémica (PUNITHAVATHI et al., 2011b).

A atividade antioxidante do AG ¢ muito estudada (YEN, DUH & TSAI, 2002; PAL et
al., 2010; CHO et al., 2011; HABTEMARIAM, 2011; BHADORIYA, SHARMA &
SOLANKI, 2012), estando relacionada as suas outras agdes biologicas. E conhecido por
proteger as células e tecidos humanos contra o estresse oxidativo, além de ser um forte agente
quelante formando complexos altamente estaveis com o Fe (III) (KANBAK et al., 2012).
Possui potencial anti-radical, por meio da remocdo de radicais livres e inibicdo da
peroxidacao lipidica, sendo este composto mais efetivo que a vitamina E na remocao de
radicais DPPH (2,2 difenil-1-pricril-hidrazil) (ABDELWAHED et al., 2007).

O AG protege as cé€lulas de danos induzidos pelas radiacdes UV-B e ionizante. Em
concentragdes mais elevadas, atua como um pro-oxidante (KLAJNERT & BRYSZEWSKA,
2007). O efeito pro-oxidante do AG em células de mamiferos tem induzido a citotoxicidade e
a apoptose, ambas mediadas pelas ERO’s (HABTEMARIAM, 2011). O AG exerce efeitos

antiproliferativos em células cancerosas através da geragdao de H,O, (KIM et al., 2009) .
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Vérios estudos tém identificado a atividade neuroprotetora deste composto
(DHINGRA, CHHILLAR & GUPTA, 2012). O AG restaura esse efeito nocivo do fluoreto de
sodio por meio de sua acdo antioxidante, inibindo a iniciagdo e/ou a propagacdo da
peroxidacao lipidica (NABAVI et al., 2012). Cho et al. (2011) relataram a atividade inibitoria
da acetilcolinesterase de nanoparticulas de quitosana contendo AG. No estudo de Ban et al.
(2008) foi possivel observar que o AG protegeu a neurotoxicidade induzida pela proteina f-
amiloide em culturas de neurdnios corticais de ratos. Sugerindo seu beneficio no controle da
progressao da doenca de Alzheimer.

Mansouri et al. (2013b) investigaram o efeito do AG no comprometimento da
memoria induzido pela 6-hidroxidopamina e no estresse oxidativo cerebral em um modelo
animal de Parkinson. Os resultados demonstraram intenso efeito neuroprotetor associado com
sua significativa atividade antioxidante, fornecendo base para seu uso na prevengao e
tratamento de doengas neurodegenerativas.

Apesar de todos esses beneficios, o uso do AG ¢ restrito devido a sua pobre absorgao,
baixa biodisponibilidade e rapida eliminagdo do corpo tanto em humanos (SHAHRZAD et
al., 2001) como em animais (FERRUZZI et al., 2009). No estudo de Del Rio ef al. (2010), a
excrecdo de AG em humanos alcancou apenas 4,49% da quantidade inicial ingerida. O AG se
metaboliza rapidamente em seu maior metabdlito 4-O-metil-acido gélico e pirogalol, os quais
sao convertidos a pirogalol-1-O-B-D-glicuronideo, 4-O-metil-acido galico-3-O-sulfato, 2-O-
metilpirogalol-1-O-B-D-glicuronideo,  2-O-metilpirogalol e  4-O-metil-dcido  gélico.
Evidenciando que o rdpido metabolismo ¢ um fator determinante para a sua baixa
biodisponibilidade e répida eliminacdo. Além disso, esses metabolitos possuem potencial

antioxidante inferior comparado a molécula inicial (BHATTACHARYYA et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Obtengao e caracterizagdao fisico-quimica de nanoparticulas de PLGA com e sem
revestimento de PS80 contendo AG, além da avaliacdo da toxicidade sobre hemacias e

manutencao de sua atividade antioxidante.

3.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolvimento e validagdo de uma metodologia analitica utilizando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a andlise quantitativa de AG.

b) Obtencao de formulagdes com nanoparticulas de PLGA e PLGA com revestimento
de PS80 (PLGA/PS80) contendo AG.

c¢) Caracterizacao das formulagdes obtidas quanto aos seus aspectos fisico-quimicos.

d) Avaliagdo da estabilidade fisica das formulagdes frente ao armazenamento.

e) Verificagao da toxicidade celular sobre hemacias das nanoparticulas contendo AG.

f) Avaliagdo da atividade antioxidante in vitro do AG encapsulado nas nanoparticulas.
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4 MATERIAIS

4.1 Substancias e Reagentes

e 2.2’-Azinobis(3-etilbenzotiazolinona-6-acido sulfonico) (ABTS) (Sigma-Aldrich®).

e Acetato de etila (P.A.) (Quimica Moderna®).

e Acetonitrila (grau CLAE) (MTedia").

e Acido acético (P.A.) (Vetec® Quimica Fina).

e Acido galico monohidratado (pureza de 99%) (Vetec” Quimica Fina).

e Agua ultrapura (sistema Milli-Q Gradiente Millipore”™, resistividade de 18,2 MQ/cm).

e Brometo de potassio (P.A.) (Sigma-Aldrich®).

e Cloreto de sodio (P.A.) (Biotec®™).

e D(+) Sacarose (P.A.) (Vetec® Quimica Fina).

e Diclorometano (P.A.) (Quimica Moderna®).

e Dimetil sulfoxido (P.A.) (Quimica Moderna®).

e Fosfato de sodio dibasico (P.A.) (Biotec®).

e Fosfato de s6dio monobasico anidro (P.A.) (Biotec™).

e Poli(alcool vinilico) (peso molecular 31000 Da, grau de hidrolise 98-99%) (Sigma-
Aldrich®).

e Poli(D,L-4cido-latico-co-glicélico) (50:50, peso molecular 30000-60000 Da) (Sigma-
Aldrich®).

e Polissorbato 80 (Sigma-Aldrich®).

4.2 Equipamentos e Acessorios

e Analisador de termogravimetria e calorimetria diferencial exploratoria (TA
Instruments® - Mod. SDT Q600).

e Aparelho de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters™ Alliance) acoplado a
um detector de arranjo de fotodiodo.

e Balanga analitica (Bel® Engineering - Mod. M214A).

e Banho ultratermostatico (Solab®™).

e Bomba a vacuo (Tecnal® - Mod. TE 058).

e Capela para exaustio de gases (Lucadema®).
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Coluna cromatografica de fase reversa C18 (125 mm x 4 mm) com tamanho de
particula 5 pm (LiChrospher® 100).

Desruptor de células ultrassénico (Unique®).

Difratdmetro de raios-X (Bruker” - Mod. D2 Phaser).

Equipamento de espalhamento dinamico da luz (Dynamic Light Scattering)
(Brookhaven® - Mod. 90 Plus).

Equipamento para analise do potencial zeta (Malvern® - Mod. Zetasizer Nano S90).
Espectrofotdmetro UV-Vis (Jasco®).

Espectrometro de infravermelho por Transformada de Fourier (Thermo Scientific® -
Nicolet Mod. IR200).

Evaporador rotatério (Marconi® - MA 120).

Incubadora de bancada com agita¢io orbital (Quimis® - Q816M22).

Leitor de microplacas (Spectra® Max 190 - Molecular Devices).

Liofilizador (Terroni” - Mod. LD1500).

Membranas filtrantes (acetato de celulose 0,22 um e politetrafluoretileno 0,45 pm)
(Millipore®).

Microscopio eletronico de varredura com fonte emissdo por efeito de campo (Tescan®
Mod. MIRA3 LM) e sistema de recobrimento de filme condutor.

Osmose reversa laboratorial (Vexer” Indastria e Comércio de Equipamentos LTDA).
Pipetas monocanal (Labmate™).

Sistema de ultrapurificacio de agua (MilliQ Gradiente Millipore®).

Ultracentrifuga refrigerada (Hermle® Z36HK).
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5S METODOLOGIA

5.1 Desenvolvimento e Validacio de Metodologia Analitica por CLAE

O desenvolvimento e a validagao de uma metodologia analitica foram realizados para
demonstrar que o método ¢ apropriado e confidvel para a determinacdo quantitativa de AG
presente no sobrenadante das nanoparticulas e na solugdo utilizada no ensaio de liberacao in
Vitro.

A validagdo do método cromatografico consistiu na realizagdo de uma série de
procedimentos analiticos que sdo preconizados pela Resolugdo n® 899 de 2003, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo ICH topic Q2(R1) “Validation of
analytical procedures: methodology” (2005). Portanto, por meio de estudos experimentais,
deve ser garantido que o método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Os parametros analisados foram especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, limite de detec¢dao e quantificagdo, exatidao e robustez (ANVISA, 2003;

ICH, 2005).

5.1.1 Condi¢des Cromatograficas

A fase movel consistiu de acetonitrila: 4gua: solucdo aquosa de 4cido acético a 0,4%
(50:30:20, v/v/v) em um fluxo de vazao de 0,9 mL/min. A eluigdo utilizada foi no modo
isocratico. O volume de injecdo foi de 50 pLL e o comprimento de onda da leitura de 271 nm
em um detector de arranjo de fotodiodo (PDA). O tempo de corrida foi de 2,5 minutos e o
experimento foi realizado com temperatura controlada na coluna e amostra de 30°C e 25°C,
respectivamente. A coluna cromatografica utilizada foi de fase reversa C18 (125 mm x 4 mm)
com tamanho de particula 5 um.

A fase movel foi filtrada em membrana de porosidade de 0,45 pm e desgaseificada em

banho ultrassonico por 30 minutos.
5.1.2 Parametros de Validacao da Metodologia Analitica
A solugdo padrdo utilizada nas andlises foi preparada em agua: acetonitrila (60:40,

v/v), na concentragdo de 1 mg/mL de AG. A partir da solugdo padrao foram preparados

padrdes com concentragcdes menores (10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 0,4; 0,6; 0,8; 1 e 2
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pg/mL) diluidos na solugao de agua: acetonitrila (60:40, v/v), em triplicata ou quadruplicata.
Todas as solugdes foram filtradas por meio de um filtro com tamanho de porosidade de 0,22

pm.

5.1.2.1 Linearidade

Para comprovar a linearidade do método, foi construida uma curva de calibragdo. As
concentragdes dos padrdes utilizadas na curva foram de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 ¢ 80 pg/mL.
Cada ponto da curva analitica foi analisado em triplicata e¢ a linearidade foi avaliada pelo
método de regressao linear. Além dos coeficientes de regressao a e b, também foi calculado o
coeficiente de correlagdo (r), que permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois

quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersao dos pontos experimentais.

5.1.2.2 Precisao

A precisao ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medidas de uma mesma amostra (ANVISA, 2003). Foram analisadas as precisdes intra-
corrida ou repetibilidade e inter-corrida ou precisdo intermediaria. Para estas andlises foram
utilizados padrdes com concentragdes de 10, 40 e 80 pg/mL, em quadruplicata. A precisao
intra-corrida foi realizada no mesmo dia em um curto periodo de tempo e a precisdo inter-
corrida em trés dias diferentes. A precisdo foi expressa como desvio padrao relativo (DPR)

segundo a Equacao 1.

DPR = DP / CMD x 100 (Equaciio 1)

Onde, DP ¢ referente ao desvio padrao e CMD a concentracdo média determinada.

5.1.2.3 Exatidao

A exatidao ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagao

ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). Foram analisados padrdes com concentragdes de 10, 40

e 80 pg/mL, em quadruplicata. A exatidao foi expressa pelo DPR e pela porcentagem de

recuperagao da quantidade de AG adicionado a amostra segundo a Equagao 2.
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% Recuperacdo = CMD / CT x 100 (Equacao 2)

Onde, CMD ¢ a concentracdo média determinada experimentalmente e CT a

concentracao teorica.

5.1.2.4 Especificidade

Especificidade ¢ a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes (impurezas, produtos de degradagdo e componentes da
matriz) (ANVISA, 2003). Foi considerado como possivel interferente da formulacdo de
nanoparticulas, o poli(alcool vinilico) (PVA). Para isso, uma analise foi realizada para uma
solugdo aquosa de PVA a 0,5% (v/v) nas mesmas condigdes de diluicdo que o AG, agua:
acetonitrila (60:40, v/v). O tempo de retencdo ¢ o formato do pico foram comparados aos

padrdes de AG.

5.1.2.5 Limite de Deteccio e Limite de Quantificacido

Limite de deteccao (LD) ¢ a menor quantidade do analito presente em uma amostra
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, e o limite de quantificagao
(LQ) ¢ a menor quantidade que pode ser quantificada pelo método analitico (ANVISA, 2003).
Uma curva padrao foi construida a partir das seguintes concentragdes 0,4; 0,6; 0,8; 1 e 2
pg/mL. O LD e o LQ foram determinados por meio das Equacdes 3 e 4,

LD=DP,/ICx3 (Equacio 3)

LQ=DP,/ICx 10 (Equacao 4)

Onde, DP, ¢ o desvio padrao do intercepto com o eixo do Y e IC ¢ a inclinagdo da

curva de calibragao.

5.1.2.6 Robustez

A robustez do método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a pequenas

variacoes dos parametros analiticos, indicando sua confianga durante o uso normal (ANVISA,
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2003). Os parametros alterados foram fase movel (acetonitrila: dgua: acido acético 0,4%;
53:27:20, v/v/v); fluxo de vazao da fase mével (0,85 ¢ 0,95 mL/min) e temperatura da coluna
(25°C). O resultado deste ensaio foi expresso em porcentagem de recuperacdo e DPR. Nas

analises foram utilizados padrdes com concentragdes de 10, 40 e 80 pg/mL, em triplicata.

5.2 Obtenc¢ao de Nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 contendo AG

As nanoparticulas foram obtidas pela técnica de emulsificagao-evaporacao do solvente
por meio de uma emulsdo simples 6leo em agua (O/A) (VANDERHOFF, EL-AASSER &
UGELSTAD, 1979). A fase oleosa consistiu em 50 mg de PLGA e 10 mg AG dissolvidos em
1 mL de diclorometano, 0,7 mL de acetato de etila ¢ 0,3 mL de dimetilsulfoxido. A fase
aquosa foi constituida de 6 mL de uma solu¢do aquosa de PVA a 0,5% (v/v). A fase oleosa foi
vertida na fase aquosa e emulsionada por meio de sonicagao durante 5 minutos. Em seguida, o
solvente organico foi removido por meio da evaporacdo sob pressdo negativa (600 mmHg,
37°C) por 30 minutos.

O farmaco nao encapsulado foi separado das nanoparticulas por meio da
ultracentrifugacao a 15500 rpm por 30 minutos, a 4°C. As nanoparticulas resultantes foram
ressuspendidas em dgua e ultracentrifugadas novamente nas mesmas condigdes, para remover
os resquicios que ainda pudessem estar presentes de PVA e solvente organico. Os
sobrenadantes obtidos das duas ultracentrifugacdes foram armazenados em temperatura de
8°C para posterior analise.

Para as nanoparticulas de PLGA/PS80, o revestimento foi adicionado apos a lavagem
das nanoparticulas e a retirada do segundo sobrenadante conforme descrito por Mittal et al.
(2011) com pequenas modificagdes. Uma solucdo aquosa de PS80 na concentragdo de 1%, v/v
(1 mL) foi adicionada as nanoparticulas resultantes € mantidas em agitagao a 300 rpm, por 30
minutos, a 37°C. A solu¢do final foi ultracentrifugada a 15500 rpm por 30 minutos, a 4°C. Os
sobrenadantes obtidos das trés ultracentrifugacdes foram armazenados em temperatura de 8§°C
para posterior analise.

Ambas as formulagdes de nanoparticulas, com revestimento ou nao, foram
ressuspendidas em 400 pL de uma solu¢do aquosa de sacarose a 5% (p/v) e armazenadas em
temperatura de -20°C. A sacarose atua como um crioprotetor, visto que as nanoparticulas
foram armazenadas em temperatura baixa. Para alguns testes de caracterizagdo fisico-quimica,

as nanoparticulas foram posteriormente liofilizadas.
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Nanoparticulas vazias, ou seja, sem o encapsulamento do AG, foram preparadas pelo
mesmo protocolo acima descrito. Tal formulagdo ¢ necessaria para alguns testes de

caracterizacao ¢ ensaios in Vvitro.

5.3 Caracterizacao Fisico-Quimica das Nanoparticulas

5.3.1 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacdo do Farmaco

A eficiéncia de encapsulacdo do AG foi determinada pelo método indireto. A
quantidade de AG foi analisada nos sobrenadantes resultantes do processo de
ultracentrifugacao e a partir desse resultado foi possivel estimar a quantidade de AG presente
nas nanoparticulas conforme a Equacao 5. O sobrenadante foi diluido (1:20, v/v) em agua:

acetonitrila (60:40, v/v) e analisado pelo método cromatografico validado previamente.

EE =C;-Cs/C;x 100 (Equagciio 5)

Onde, C; ¢ a concentragao inicial adicionada de AG ¢ Cs ¢ a concentragao de AG
presente no sobrenadante das nanoparticulas. EE se refere a eficiéncia de encapsulacao

calculada representada em porcentagem.

5.3.2 Anilise do Didmetro Médio, Distribuicio de Tamanho e Indice de

Polidispersao

Para esta analise foi utilizada a metodologia de espectroscopia de correlagao de fotons,
também conhecida como Dynamic Light Scattering (DLS), que possibilita a determina¢do do
raio hidrodindmico das particulas em suspensao (SCHAFFAZICK et al., 2003). O DLS além
de verificar o tamanho das nanoparticulas, também analisa seu estado de agregacao
(EZHILARASI et al., 2013).

Uma aliquota da suspensdo das nanoparticulas foi dispersa em agua ultrapura (1:400,
v/v) e analisada com angulo de espalhamento de 90°, a 25°C com comprimento de onda do
laser de 532 nm. A leitura de cada amostra foi realizada em triplicata e o resultado expresso
como a média do tamanho e indice de polidispersdo. A média final e o desvio padrao foram

calculados de dez amostras diferentes.
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5.3.3 Determinacao do Potencial Zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual ¢ influenciado
pelas mudangas na interface com o meio dispersante (SCHAFFAZICK et al., 2003). Este
parametro foi determinado utilizando-se a técnica de eletroforese. As medidas foram
realizadas em triplicata a partir de uma aliquota das nanoparticulas diluidas em agua ultrapura

(1:10, v/v). O potencial na célula eletroforética estabelecido foi de +£ 150 mV.

5.3.4 Difracao de Raios-X

A determinagdo da cristalinidade, parametros de rede cristalina, ¢ medidas mais
especificas, como tensao residual, tamanho de cristalitos e textura podem ser obtidas através
da difracdo de raios-X (DR-X) (ERDOCIA, 2011). Portanto, difratogramas foram obtidos a
partir de amostras de AG livre, nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80, nanoparticulas de
PLGA e PLGA/PS80 contendo AG. Os parametros utilizados com radiagao de CuKo foram
corrente de 10 mA, comprimento de onda de 1,54 A, tensdo de 30 kV, sendo a varredura

realizada em um angulo de 26, com uma velocidade de 0,05°/min, a partir de 10° a 70°.

5.3.5 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FT-IR) pode ser utilizada
para a deteccdo e identificacio de compostos e grupos funcionais. O espectro de
infravermelho pode ser visto como uma impressao digital do composto (IURCKEVICZ,
2014). As amostras consistiram em nanoparticulas de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo AG,
PLGA e PLGA/PS80 sem o farmaco, o AG livre e a mistura fisica do polimero com o
farmaco. Todas as amostras foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr)
sendo a faixa analisada de 400 a 4000 cm™. Os espectros de infravermelho obtidos foram

avaliados e comparados entre si.
5.3.6. Calorimetria Exploratoria Diferencial e Termogravimetria
Para esta analise, medidas simultaneas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

e termogravimetria (TG) foram realizadas. As amostras consistiram em AG livre,

nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 e nanoparticulas contendo AG, tanto de PLGA como
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de PLGA/PS80. As amostras foram pesadas (10 mg) em capsulas de aluminio
hermeticamente fechadas, aquecidas em atmosfera de nitrogénio, de 30 a 450°C, em uma
razdo de aquecimento de 10°C/min e com vazao média do gas de arraste de 100 mL/min.

Os valores de entalpia (AH) foram fornecidos pelo programa computacional do
equipamento de DSC e TG, com base na massa da amostra informada. Além disso, foram
realizados calculos de perda de massa utilizando o mesmo programa operacional, por meio da

curva termogravimétrica derivada (DTG).

5.3.7 Analise Morfolégica

A caracterizacdo morfologica das nanoparticulas de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo
AG foi realizada por meio da microscopia eletronica de varredura com fonte emissdao por
efeito de campo (MEV-FEG) utilizando uma tensao de aceleracdo de 5,0 kVa. As particulas
das amostras foram recobertas com ouro usando o equipamento de recobrimento com 10 mA

por 2 minutos.

5.3.8 Estudo de Liberacio in vitro

O perfil de liberagado in vitro das nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 foi avaliado
suspendendo uma quantidade especifica de nanoparticulas que continham 1 mg de AG em 5
mL de uma solugdo aquosa de PS80 a 1% (m/v). As nanoparticulas dissolvidas nessa solugao
receptora foram incubadas em tubos sob agitagdo de 150 rpm e temperatura controlada de
37°C. Em intervalos pré-determinados as solugdes foram submetidas a ultracentrifugagao de
15500 rpm, a 4°C, por 15 minutos. Os sobrenadantes resultantes foram armazenados para a
quantificacdo pelo método cromatografico validado previamente. Os precipitados foram
ressuspendidos na solugdo receptora e incubados novamente. A analise do perfil de liberagao
foi realizada pelo periodo de 5 dias, onde durante todo o periodo as condigdes sink foram
mantidas, de forma que a concentracdo de AG ndo alcangasse mais do que 10% de sua
solubilidade méaxima no meio receptor. A solubilidade maxima encontrada experimentalmente
do AG no meio receptor foi de 10 mg/mL. O resultado final foi expresso como porcentagem
acumulada de AG liberado em func¢do do tempo. O ensaio foi realizado em triplicata.

Os perfis de liberagdo obtidos foram analisados matematicamente pelo ajuste dos
dados experimentais aos modelos de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e segunda ordem,

além do expoente n de liberagdo segundo o modelo semi-empirico de Korsmeyer-Peppas
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conforme as equacgdes descritas na Tabela 1 através do programa Scientist® (MicroMath

Scientific Software, Inc.) (RITGER & PEPPAS, 1987; SIEPMANN & PEPPAS, 2001).

Tabela 1 - Equacdes matematicas para os modelos utilizados para descrever as caracteristicas de liberacdo de

nanoparticulas de AG.

Modelo Equacao
Ordem Zero Ci=Cpy+ kt
Primeira Ordem Ci=100 (1 —e™
Higuchi Ci=kAt
Segunda Ordem Ci=100[1 - (Ae™ + Be™)]
Korsmeyer-Peppas F, = at"

C,: quantidade do farmaco liberado no tempo t; Cy: quantidade inicial do farmaco; k, a, B: constantes cinéticas de
dissolugdo; A, B: concentragdes iniciais do farmaco nas diferentes fases do sistema; Ft: fragdo do farmaco
liberado no tempo t; a: constante que incorpora as caracteristicas estruturais e geométricas da forma

farmacéutica. n: expoente de liberacdo que € indicativo do mecanismo de liberagao.
5.4 Estudo de Estabilidade das Nanoparticulas frente ao Armazenamento

As nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 contendo AG ressuspendidas em sacarose
a 5%, foram analisadas quanto a sua estabilidade armazenadas congeladas (-20 + 2°C) e em
temperatura ambiente (25 £ 2°C), ambas ao abrigo de luz. Caracteristicas como tamanho
médio, indice de polidispersao e potencial zeta foram analisadas nos periodos de 0, 1, 2, 3, 4,

8 e 12 semanas. As analises foram realizadas em triplicata.

5.5 Caracterizacio Biolégica das Nanoparticulas

5.5.1 Avaliacao da Toxicidade Celular sobre Hemacias - Ensaio ex vivo

O sangue foi coletado de voluntarios saudaveis segundo o protocolo aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual do Centro-Oeste (Registro n°. 501.330/2013)
(ANEXO 1), dentro de tubos contendo heparina. O sangue heparinizado foi centrifugado por
5 minutos a 2500 rpm, a 4°C, sendo o sobrenadante removido e descartado. As hemadcias
foram lavadas trés vezes com tampao fosfato de sédio (PBS) (cloreto de sodio a 0,85%, p/v),
pH 7,4, na concentragdo de 10 mM, sendo adicionados 1,08 mg/mL de glicose para conservar

a integridade dessas células, 0,3 mg/mL de penicilina G e 0,5 mg/mL de estreptomicina para
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evitar a contaminacao microbiana. As hemacias foram diluidas neste tampao até se alcangar a
concentragcdo do hematocrito de 2% (JAIN, RAINS & JONES, 2006).

Posteriormente, a suspensdo foi incubada com o farmaco livre dissolvido em PBS nas
concentragdes de 80, 40 ou 20 pg/mL, ou com as nanoparticulas de PLGA ou PLGA/PS80
contendo AG nas mesmas concentragdes. Em tempos determinados (24, 48 ou 72 h), uma
aliquota da suspensao de cada amostra foi removida e centrifugada por 5 minutos a 2500 rpm,
a 4°C. Os sobrenadantes obtidos foram analisados pela medida da absorbancia da
hemoglobina liberada em 540 nm. A porcentagem de hemdlise foi calculada conforme a

Equacao 6:

% Hemolise: Ab, / Ab. x 100 (Equacao 6)

Onde, Ab, é a absorbancia da amostra e Ab., a absorbancia da amostra tratada com

agua deionizada, representando 100% de hemolise (TORRADO et al., 2008).

5.5.2 Determinacao da Atividade Antioxidante in vitro

A capacidade antioxidante do AG e das nanoparticulas de PLGA ¢ PLGA/PS80
contendo AG foi avaliada pela medida colorimétrica do cromogeno do radical ABTSe++ como
descrito inicialmente por Re ef al. (1999) com algumas modificagdes. O ABTSe+ foi gerado
pela incubagdo de 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) (7 mM) com
perssulfato de potassio (140 mM) em agua ultrapura. A solug¢do foi estocada em temperatura
ambiente, com auséncia de luz por pelo menos 12 h. Depois desse periodo, a solugdo
resultante foi diluida em tampao fosfato de sodio (PB), pH 7,4, até alcangar a absorbancia de
0,80 £ 0,05 em 734 nm. As amostras de AG, nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80
contendo AG nas concentracdes de 15,62 pg/mL, 7,81 ug/mL e 3,90 pg/mL, foram incubadas
em temperatura controlada de 37°C com agitacao de 150 rpm. Em tempos determinados (1, 2,
4, 8, 24 e 48 h), aliquotas das amostras foram adicionadas a solu¢do diluida de ABTS++ e a
absorbancia medida em 734 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicao,

conforme a Equagao 7.

% de Inibicdo = A.- A,/ Ac x 100 (Equacio 7)

Onde, A, ¢ absorbancia do controle e A,, a absorbancia da amostra analisada.
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5.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As comparagdes
estatisticas foram analisadas pela andlise de varidncia (ANOVA) com 95% de confianca.
Diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.

Nas analises da eficiéncia de encapsulacdo, tamanho médio e indice de polidispersao,
o teste t de Student pareado foi utilizado para a comparacao entre as duas formulagdes de

nanoparticulas, sendo consideradas significativas as diferencas quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Desenvolvimento e Validacdo de Metodologia Analitica por CLAE

6.1.1 Condi¢oes Cromatograficas

Na literatura existem alguns métodos para a quantificagdo de AG por CLAE, assim os
testes iniciais para a determinacdo das condigdes cromatograficas foram baseados nestes
estudos. Primeiramente foi utilizado como fase movel metanol e acido acético a 0,1% (v/v)
nas propor¢des especificadas por Sawant, Prabhakar & Pandita (2010), onde nao foram
obtidos bons resultados, assim, a propor¢ao foi alterada, o acido foi retirado e substituido por
agua em diversas proporg¢des, mas picos caracteristicos do AG nao foram encontrados. Alguns
autores utilizaram acetonitrila e agua (10:90, v/v) como fase movel, e outros acetonitrila, agua
e acido acético (90:10:0,2, v/v) (NGUYEN et al., 2013; PARDESHI, DHODAPKAR &
KUMAR, 2014). Levando em consideragdo estas condicdes, testes foram realizados com estes
solventes e picos irregulares foram conseguidos. Picos simétricos foram obtidos quando a
quantidade de acetonitrila no sistema foi mantida na propor¢ao de 50:50 (v/v) em relagdo a
agua. Picos com absorbancias altas s6 foram encontrados quando o acido acético foi
adicionado ao sistema, sendo a concentragao ideal de 0,4% em agua (v/v).

Portanto, a fase movel que resultou um pico mais estreito e simétrico € com a linha de
base sem ruidos, foi acetonitrila, 4gua e solucdo aquosa de acido acético a 0,4% (50:30:20,
v/v/v). O preparo da amostra também influenciou na absorbancia alcancada, tendo em vista
que a amostra possui uma solubilidade limitada a muitos solventes. A amostra dissolvida em
agua e acetonitrila (60:40, v/v) apresentou melhores resultados. O comprimento de onda
escolhido foi de 271 nm, pois € um dos picos de maior absor¢ao do AG, condizente com o
trabalho de Deshmukh & Prabhu (2011) que utilizaram o mesmo comprimento.

Nestas condi¢des, o tempo de corrida foi de 2,5 minutos, pois o tempo de retengao
observado para o AG foi de aproximadamente 1,2 minutos (Figura 6). Tempo este
considerado curto o suficiente, facilitando as andlises posteriores. Na literatura os tempos de
retencdo obtidos variaram de 3,23 a 6,55 min (SHENG ef al., 2005; KARAMAC,
KOSINSKA & PEGG, 2006; PARDESHI, DHODAPKAR & KUMAR, 2014) e de 10,1 a
14,6 min (DIEZ et al., 2008; SAWANT, PRABHAKAR & PANDITA, 2010; DESHMUKH
& PRABHU, 2011; NGUYEN et al., 2013). Todas as condigdes cromatograficas estdo

descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Condigdes cromatograficas padronizadas para a quantificagdo de AG.

Parametro

Condicoes Cromatograficas

Fase Movel

Fluxo de Eluicao
Deteccao

Volume de Inje¢ao
Temperatura na Coluna
Temperatura na Amostra

Tipo da Coluna

Acetonitrila: dgua: acido acético 0,4% (50:30:20, v/v/v)
0,9 mL/minuto

A=271 nm

50 uL

30°C

25°C

Fase reversa C18 (125 mm x 4 mm)

Figura 6 - Cromatograma representativo (absorbancia em fun¢ao do tempo da solugdo padrdo de AG 40 pg/mL.

Fase movel acetonitrila: agua: acido acético 0,4% (50:30:20, v/v), em 271 nm.
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6.1.2 Parametros de Validacao da Metodologia Analitica

6.1.2.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela curva analitica a partir de oito concentragdoes de AG

(Figura 7). Esta analise gerou um coeficiente de correlagdao (r) igual a 0,9997 e a equagdo

dada por:

y=1,63.10°x - 2,27.10°

(Equacao 8)
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Onde, y representa a area do pico e X a concentragdo de AG expressa em pg/mL.

Figura 7 - Curva analitica do AG em acetonitrila: agua (60:40, v/v). Fase movel: acetonitrila: agua: acido

acético 0,4%, (50:30:20, v/v/v), em 271 nm (n=3).
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Um coeficiente de correlagdo maior que 0,999 evidencia um ajuste ideal dos dados
para a linha de regressao. A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlagdo igual
ou maior que 0,99. Portanto, pode-se observar uma completa linearidade do sistema, visto que
o coeficiente de correlacdo encontrada foi superior ao estimado pela ANVISA e ficou muito

proximo de 1.
6.2.2.2 Precisio

Trés concentracdes de AG baixa, média e alta (10, 40 e 80 ug/mL) foram preparadas
em quadruplicada e analisadas no mesmo dia para avaliar a precis@o intra-corrida ou em trés
dias diferentes para a precisdo inter-corrida. O resultado expresso como DPR esta apresentado
na Tabela 3. O método demonstrou ser preciso, pois todos os valores de DPR se apresentaram

inferiores a 5%, que € o maximo que a ANVISA (2003) preconiza.



Tabela 3 - Precisoes intra-corrida e inter-corrida.
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PRECISAO INTRA-CORRIDA

Solucao Padrao Concentra¢ao Quantificada DP DPR (%)
(ng/mL) (ng/mL)
10 10,88 10,94 10,94 10,86 0,04 0,36
40 39,64 39,82 39,70 39,78 0,07 0,19
80 80,74 80,32 80,64 80,61 0,18 0,22
PRECISAO INTER-CORRIDA
Solucao Padrao Média da Concentracao Quantificada DP DPR (%)
(ng/mL) + DP (ug/mL) (n=4)
1° dia 2° dia 3° dia
10 10,87 +£0,05 11,04+0,13 10,90 + 0,04 0,08 0,79
40 40,13 +0,11  39,79+0,11 39,73 +£0,07 0,21 0,54
80 85,07+2,69 79,72+0,64 80,58 +0,18 2,87 3,51

6.2.2.3 Exatidao

Foram analisadas trés concentra¢des diferentes de AG (10, 40 e 80 pg/mL) em

quadruplicada. A exatidao expressa como porcentagem de recuperagdo e DPR. Os resultados

estdo detalhados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da exatiddo para os padrdes de AG.

Solucio Concentracao Quantificada DPR  Porcentagem de
Padrio (ng/mL) (%) Recuperacio
(ng/mL) (%)

10 9,84 9,94 10,01 9,95 0,39 99,70

40 40,77 40,50 40,24 40,40 0,54 101,20

80 80,99 81,11 81,32 81,36 0,21 101,50

Os valores de porcentagem de recuperacao obtidos ficaram entre a faixa de 99,70 e
101,50%, demonstrando que os resultados estdo proximos do valor real, pois, ficaram
proximos de 100% e dentro da faixa de 95 a 105%. Além de que o valor maximo de DPR

alcancado foi de 0,54%, ressaltando que o valor deve ser inferior a 5%. Portanto, ¢ possivel
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perceber que os resultados apresentam concordancia entre os valores experimental e teorico,

sendo possivel afirmar que o método ¢ exato.

6.2.2.4 Especificidade

A especificidade do método foi verificada pela leitura da amostra de uma solugdo
aquosa de PVA a 0,5%, pois este ¢ o principal interferente presente no sobrenadante das
nanoparticulas. O cromatograma originado (Figura 8A) foi comparado com os obtidos das

solucdes padroes de AG (Figura 8B).

Figura 8 - Cromatograma representativo (absorbancia em fun¢@o do tempo da solugdo aquosa de PVA 0,5% (A)
e de uma solugdo padrao de AG 30 pg/mL (B). Fase movel acetonitrila: agua: acido acético 0,4% (50:30:20,

v/v), em 271 nm.
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O método demonstrou ser especifico para a quantificagdo de AG, pois o cromatograma

referente a solucdo de PVA (0,5%) ndo apresentou picos significativos no tempo de retencao

de 1,20 minutos do AG.

6.2.2.5 Limite de Deteccio e Limite de Quantificacido

Uma curva de calibragdo especifica com valores de concentragcdes menores foi obtida.
O LD e LQ foram calculados analisando o desvio padrao do intercepto com o eixo Y a
inclinagdo da curva a partir da regressao linear (Figura 9). Esta analise gerou um valor de

coeficiente de correlagao de 0,9996 e a equacao dada por:

y=1,39.10° + 1,78.10* (Equaciio 9)

Onde, y representa a area do pico e x a concentracao de AG expressa em pg/mL.

Figura 9 - Curva analitica do AG em acetonitrila: agua (60:40, v/v). Fase movel: acetonitrila: agua: acido

acético 0,4%, (50:30:20, v/v/v), em 271 nm (n=3).
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Este valor do coeficiente de correlagdao de 0,9996 muito proximo de 1, demonstrou a
linearidade ao método e assim a partir da curva obtida, os valores de LD e LQ puderam ser
calculados. O LD encontrado foi de 23,82 ng/mL e o LQ de 79,41 ng/mL, valores que
demonstram a sensibilidade do método e confiabilidade para as analises de concentragdes
menores do AG. O ensaio de liberagdo in vitro ¢ uma analise que necessita de um método
capaz de quantificar com confiabilidade quantidades baixas do analito. Uma amostra na
concentracdo do LQ de 79,41 ng/mL foi preparada e analisada, o método foi possivel de
quantificar exatamente a mesma quantidade demonstrando sua sensibilidade. Os valores de
LD e LQ do presente método foram maiores quando comparados ao estudo de Bhattacharyya

et al. (2013), que encontraram valores de LD e LQ de 53 e 185 ng/mL, respectivamente.

6.2.2.6 Robustez

Com o intuito de analisar a robustez, algumas alteragdes no método cromatografico
foram realizadas, para verificar a capacidade deste de resistir a essas variagdes. Os resultados

sao apresentados na Tabela 5 e foram expressos como porcentagem de recuperagao e DPR.

Tabela 5 - Porcentagem de recuperagdo e DPR obtido nas anélises de robustez apdés modificagdes no método

original (n=3).

Alteracées no Método Porcentagem de Recuperacio (%) = DPR

Original 10 pg/mL 40 pg/mL 80 ng/mL

Fase movel (acetonitrila: dgua:

acido acético 0,4%; 53:27:20, 102,73 £ 0,35 98,69 £ 0,36 98,34 £0,15

v/v/v)
Fluxo de 0,85 mL/min 104,60 + 0,32 106,87 £0,34 107,46 £ 0,11
Fluxo de 0,95 mL/min 97,96 + 0,32 96,91 + 0,73 97,35+ 0,29

Temperatura da Coluna de 25°C 100,60 + 1,87 99,92 + 0,34 100,74 + 0,04

As alteragdes na fase movel, fluxo para 0,95 mL/min e temperatura da coluna
mantiveram a robustez do método, apresentando valores de porcentagem de recuperacao entre
96,01 e 102,73% com valor maximo do DPR de 1,87%. A variagao no fluxo de 0,85 mL/min
demonstrou ser um parametro onde a resisténcia do método ¢ menor, visto que neste fluxo
uma maior quantidade de AG foi determinada experimentalmente quando comparada a

concentracdo real. Os valores de porcentagem de recuperacdo ficaram entre 104,60 e
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107,46%, valores distantes de 100%. O ideal é que os resultados se encontrem na faixa de 95

a 105%.

6.2 Obtenc¢ao de Nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 contendo AG

O PLGA ¢ um copolimero aprovado pelo FDA para uso humano, sendo escolhido para
o presente estudo devido a sua biocompatibilidade, estabilidade nos fluidos biologicos e
tempo de circulagdo prolongado (XIE et al., 2008; KISS et al., 2014). E possivel controlar sua
taxa de degradagdo pela propor¢ao de acido latico e glicolico presentes no polimero, a
propor¢ao utilizada foi de 50:50, a mais comum em muitos estudos (CHEREDDY et al.,
2014; KISS et al., 2014; SILVA et al., 2014). Silva et al. (2014) e Courant et al. (2009)
obtiveram nanoparticulas com tamanhos menores utilizando o PLGA 50:50 quando
comparado ao 65:35, parametro importante a ser considerado na escolha do polimero.

O método de emulsificagdo-evaporacao do solvente € o mais comum utilizado para
produzir nanoparticulas de PLGA (ALSHAMSAN, 2014). O AG apresenta uma solubilidade
tedrica relativamente alta na agua (10 mg/mL log P = -0,53 £ 0,05), o que dificulta seu
encapsulamento em nanoparticulas poliméricas (LU et al., 2006). O AG possui solubilidade
maior em metanol e etanol e menor em acetato de etila (DANESHFAR, HASSAN &
HOMAYOUN, 2008).

Quando o fArmaco apresenta caracteristicas hidrossoluveis, recomenda-se o método de
emulsificacdo-evaporagdo com emulsao multipla (SON et al., 2009; VARSHOCHIAN et al.,
2013; ZAKERI-MILANI ef al., 2013). Para o AG foram desenvolvidas algumas formulagdes
por esse método, porém a maior eficiéncia de encapsulacio alcangada foi de 13,87 £ 1,26%
(n=3). Outra metodologia testada foi a de nanoprecipitagdo, porém ainda assim, eficiéncias de
encapsulagdo baixas foram conseguidas, de 13,09 + 6,64% (n=3).

Portanto, preferiu-se otimizar uma formulacdo utilizando a metodologia de
emulsificacdo-evaporagdo do solvente com emulsdo simples, onde eficiéncias de
encapsulagdo acima de 20% foram alcancadas. A emulsdo simples ¢ composta de uma fase
oleosa e uma fase aquosa. A fase aquosa ¢ constituida por um tensoativo que ¢ necessario para
a preparacao e estabilizacdo das nanoparticulas, pois facilitam a emulsificacdo devido a sua
atividade interfacial (MONTESINOS et al., 2012). Desse modo, o tensoativo possui duas
fungdes basicas em uma solugdo aquosa: a) a adsorc¢ao e a reducdo da tensdo superficial e b)

micelizagdo (ZHOU et al., 2008).
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O tensoativo escolhido para o preparo das nanoparticulas foi o PVA. Sabe-se que em
altas concentragoes de PVA, a tensdo interfacial ¢ diminuida resultando em particulas
menores. Concluindo que a concentracdo de PVA ¢ inversamente proporcional ao tamanho
das nanoparticulas como observado por Mainardes & Evangelista (2005), onde o aumento de
PVA de 0,15 para 0,7% (p/v) diminuiu o tamanho das particulas (345-242 nm).

Entretanto, com o aumento de PVA, a viscosidade da fase externa aquosa aumenta o
que pode resultar também em tamanhos maiores. Assim, a concentragdo escolhida deve ser
aquela intermediaria, o suficiente para diminuir a tensdo superficial sem alterar a viscosidade
da solugdo. Além de que a quantidade de PV A altera diretamente a eficiéncia de encapsulagao
(SONG et al., 2008). No estudo de Song et al. (2008) a maior eficiéncia conseguida foi na
concentragdo de 0,5% (p/v), provavelmente causada pela menor difusdo do fArmaco livre para
a fase aquosa com concentragdes menores de PVA. Diferentes concentragdes de PVA (0,25;
0,5; 1 e 2%) e volumes (6 e 10 mL) foram analisados, sendo a quantidade de PVA
determinada no presente trabalho com resultados mais favoraveis de 6 mL na concentragdo de
0,5% (p/v).

A fase oleosa ¢ constituida pelo polimero, farmaco e solventes organicos. O AG
apresenta alta solubilidade em dimetilsulfoxido e o PLGA em diclorometano, por isso ambos
os solventes foram constituintes essenciais da formulagdo. Sabe-se que a adicao de acetato de
etila diminui o tamanho das nanoparticulas, fato este que foi verificado nas formulagdes
contendo AG e por isso, tal componente foi adicionado a formulacio (MAINARDES &
EVANGELISTA, 2005; RAO & GECKELER, 2011).

O tempo de sonicagdo também interfere no tamanho obtido das nanoparticulas, quanto
maior o tempo, menor o tamanho das particulas, porém, o indice de polidispersao pode
aumentar o que representa uma distribuicdo de tamanho maior (KHUROO et al., 2014).
Portanto, o tempo de sonicacdo onde foram obtidas nanoparticulas com tamanho e indice de
polidispersao ideais foi de 5 minutos.

O ultimo parametro a ser analisado foi a propor¢do entre o AG e o PLGA, duas
propor¢des foram estudadas 1:10 e 1:5. A proporgdo comum relatada em diversos estudos € a
de 1:10 do farmaco em relacdo ao polimero, porém o AG apresenta caracteristicas que
dificultam seu encapsulamento. Por isso, preferiu-se aumentar a quantidade de AG em relagao
ao PLGA, na propor¢ao de 1:5, o que resultou em maior quantidade de AG nas

nanoparticulas, causando economia do polimero e de outros componentes da formulagao.
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Levando em consideragao a interferéncia de cada componente da formulagdao nos
parametros como tamanho, eficiéncia de encapsulacao e distribui¢cdo, a composicao da melhor

formulagao obtida esta listada na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros para a formulagdo final das nanoparticulas de AG.

Quantidade dos Componentes

Fase Oleosa 50 mg de PLGA
10 mg de AG
I mL de diclorometano
700 puL de acetato de etila
300 pL de dimetilsulfoxido
Fase Aquosa 6 mL de PVA 0,5%

Tempo de Sonicacgao 5 minutos

6.3 Caracterizacio Fisico-Quimica das Nanoparticulas
6.3.1 Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacdo do Farmaco

A eficiéncia de encapsulacdo do AG foi determinada indiretamente pela leitura dos
sobrenadantes por meio do método previamente validado por CLAE. As nanoparticulas de
PLGA contendo AG apresentaram eficiéncia de encapsulagdo de 27,06 = 3,54% e as

nanoparticulas de PLGA/PS80 de 25,33 + 4,94% (Tabela 7).

Tabela 7 - Eficiéncia de encapsulagdo e quantidade de AG encapsulado as nanoparticulas (n=10).

Formulagoes Eficiéncia de Encapsulacio AG Encapsulado as
(Média = DP %) Nanoparticulas (Média
= DP mg)
Nanoparticulas de PLGA 27,06 + 3,54% 2,70 + 0,35%
contendo AG
Nanoparticulas de 25,33 +4,94% 2,53 +0,49°
PLGA/PS80 contendo AG

* médias + desvio padrdo (n=10) analisadas por coluna, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras

diferencas desigualdade estatisticas (Teste t de Student pareado ¢ o 0,05).
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Ambas as formula¢des apresentaram baixa eficiéncia de encapsulagdo, porém
condizente com a solubilidade do AG de 10 mg/mL em agua, sugerindo que este fArmaco
possui caracteristicas hidrofilicas. Sabe-se que a encapsulagdao de compostos hidrofilicos
constitui um desafio devido a rapida particao do farmaco para a fase aquosa (COHEN-SELA
et al., 2009). Por isso, pode-se concluir que a formulacao obtida foi satisfatéria, visto que
diferentes metodologias e solventes foram testados e a quantidade final de AG encapsulado as
nanoparticulas foi de 2,70 mg + 0,35 e 2,53 mg + 0,49 para as nanoparticulas de PLGA e
PLGA/PS80, respectivamente. Estas quantidades sdo adequadas levando em consideracao as
potentes atividades bioldgicas que o AG possui tais como antioxidante, neuroprotetora e

antitumoral, visto que em pequenas concentragdes este firmaco apresenta atividade.

6.3.2 Anilise do Didmetro Médio, Distribuicio de Tamanho e Indice de

Polidispersao

As nanoparticulas desenvolvidas apresentaram tamanho, distribui¢do de tamanho e
indice de polidispersdao adequados para uma formulagdo em escala nanométrica (Tabela 8). O
tamanho das nanoparticulas afeta significativamente sua absorcao e distribuicdo nos tecidos
biolégicos, quando administradas intravenosamente, particulas menores que 20 nm sdo
eliminadas da circulacdo dentro de poucas horas, via sistema reticuloendotelial, ja particulas
maiores sdo retidas no figado e baco dentro de minutos (ZHANG et al., 2013). As
nanoparticulas de PLGA contendo AG e PLGA/PS80 contendo AG apresentaram tamanho
médio de 223,27 + 11,80 nm e 228,41 + 11,16 nm, respectivamente. O ideal é que as
nanoparticulas apresentem tamanho médio menor que 300 nm, objetivo este alcancado no
presente trabalho, visto que todos os lotes produzidos apresentaram tamanho inferior a 300

nm (SILVA et al., 2006).
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Tabela 8 - Médias do tamanho, indice de polidispersdo e distribuicdo das nanoparticulas de AG (n=10).

Formulacoes Tamanho (nm) Indice de Distribuicao do
(Média + DP) Polidispersao Tamanho
(Média = DP) (nm)
Nanoparticulas de PLGA 223,27 +11,80° 0,06 + 0,02° 100% = 228,10-
contendo AG 231,10
Nanoparticulas de 228,41 £11,16" 0,05 +0,02° 100% = 236,2-
PLGA/PS80 contendo AG 238.,8

* médias + desvio padrio (n=10) analisadas por coluna, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras

diferencas desigualdade estatisticas (Teste t de Student pareado e o 0,05).

O indice de polidispersao ¢ um parametro que determina a dispersao das particulas,
avaliando quanto o tamanho de cada nanoparticula se afastou do tamanho médio. Portanto,
quanto menor o indice de polidispersao, melhor sua distribuicao de tamanho, seu valor aceito
¢ que seja inferior a 0,2. Uma condicdo ideal ¢ alcangada quando o indice ¢ menor ou igual a
0,1, neste caso o sistema ¢ classificado como monomodal e todas as particulas do sistema
possuem a mesma dimensdo, demonstrando a homogeneidade da amostra (SILVA et al.,
2006; PORTA, CAMPARDELLI & REVERCHON, 2013). Todos os lotes produzidos
apresentaram indice de polidispersdo inferior ao preconizado, 0,06 + 0,02 ¢ 0,05 £+ 0,02,
confirmando o perfil monomodal de ambas as formulacdes desenvolvidas. Isto pode ser
verificado na Figura 10, onde esta representada a distribui¢gao de tamanho de um dos lotes de
nanoparticulas de AG, que apresentou tamanho médio de 239,7 nm, indice de polidispersao
de 0,033 e distribuicdo de tamanho de 100% das nanoparticulas com tamanho entre 228,1 e

231,1 nm.
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Figura 10 - Perfil de distribui¢do de um dos lotes de nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG.
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Nagpal, Singh & Mishra (2013) desenvolveram nanoparticulas de quitosana contendo
AG com tamanho de 166,53 + 4,48 nm, porém com um indice de polidispersao muito alto de
0,24 £+ 0,08. Isto indica um pertfil bimodal das nanoparticulas, caracteristica esta desfavoravel
a uma formulagdo. Portanto, as nanoparticulas desenvolvidas neste estudo, demonstraram a
efetividade e reprodutibilidade do método em produzir formulagdes com caracteristicas como

tamanho médio, distribui¢ao e indice de polidispersao ideais para o carreamento de AG.

6.3.3 Determinac¢ao do Potencial Zeta

As nanoparticulas desenvolvidas apresentaram potencial de superficie negativo,
inferior a -20 mV conforme a Tabela 9. A encapsulagao do AG e a presencga do revestimento
PS80 na superficie das nanoparticulas ndo interferiram no potencial zeta, pois o potencial das
formulagdes sem o encapsulamento de AG nao diferiu significativamente das formulacdes

que continham o farmaco.
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Tabela 9 - Potencial zeta das formula¢des de nanoparticulas.

Formulacoes Potencial Zeta (mV)
Nanoparticulas de PLGA -23,16 £ 0,05*
Nanoparticulas de PLGA contendo AG 222,18 £1,57°
Nanoparticulas de PLGA/PS80 -21,80 £ 0,60°
Nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG -22,50 £1,57°

* médias + desvio padrdo (n=3) analisadas por coluna, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras

diferencas desigualdade estatisticas (ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

Os valores negativos encontrados para as nanoparticulas estdo condizentes com a
caracteristica do polimero e revestimento utilizados. Especialmente os poliésteres, como o
PLGA, fornecem um potencial negativo a interface de nanoparticulas, ¢ o PS80 por atuar
também como um surfactante, concede um potencial negativo a superficie (SCHAFFAZICK
et al., 2003; VOIGT et al., 2014).

A repulsdo eletrostatica entre as particulas depende do valor do potencial zeta. Quanto
maior o potencial, mais forte serd a repulsio, e mais estdvel o sistema se torna.
(STEVANOVIC et al., 2014). Um valor que se aproxime de -30 mV ou +30 mV ¢ importante
para uma boa estabilidade a longo prazo fisico-quimica, pois grandes forcas repulsivas
tendem a evitar a agregagao em funcao das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes
(SCHAFFAZICK et al., 2003; STEVANOVIC et al., 2014).

Além disso, a carga de superficie ¢ importante parametro para determinar se as
nanoparticulas se aglomeram no fluxo sanguineo, se aderem ou interagem com membranas
celulares de carga oposta (KUMARI, YADAV & YADAYV, 2010). Nanoparticulas carregadas
negativamente podem produzir uma captacgao eficiente, especialmente depois da adsor¢do ou
pela ligagao covalente a alvos ligantes (WOHLFART, GELPERINA & KREUTER, 2012). A
partir disso, pode-se sugerir que as formulacdes obtidas por possuirem carga negativa mais
proxima de -30 mV do que da neutralidade, irdo possuir estabilidades fisico-quimica a longo

prazo € na corrente sanguinea maiores.

6.3.4 Difracao de Raios-X

A DR-X ¢ utilizada para identificar a cristalinidade de compostos solidos, baseada na

sua estrutura atomica (EZHILARASI et al., 2013). Os difratogramas obtidos para o AG,

nanoparticulas vazias e nanoparticulas contendo AG estao apresentados na Figura 11.
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Figura 11 - Difratogramas do AG, nanoparticulas vazias e nanoparticulas contendo AG.
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O difratograma do AG mostrou numerosos picos caracteristicos distintos, indicando a
presenca de planos moleculares bem formados do seu cristal. Os picos identificados nos
angulos de difracao foram de 11,86°, 16,3° e 18,83°, sugerindo que este se apresenta na forma
cristalina. Essas caracteristicas ndo foram observadas para o AG encapsulado em
nanoparticulas, indicando a completa dispersao do farmaco na matriz polimérica em seu
estado amorfo. As nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 vazias também se apresentaram na
forma amorfa.

A DR-X ¢ uma técnica que revela informacdes sobre a estrutura cristalografica dos

materiais. A estrutura cristalina ¢ uma distribui¢cdo regular tridimensional de atomos no
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espaco, sendo que estes estdo organizados de modo a formar uma série de planos paralelos
separados entre si por uma distancia, que varia conforme a natureza do material (BEDE,
2010). Por isso, a auséncia de picos de difragdo ¢ uma importante condicdo para distinguir a
forma polimorfa cristalina de uma forma amorfa. A mudanca na natureza cristalina da
estrutura do AG para o estado amorfo ¢ comum no encapsulamento de farmacos, esta ¢ uma
caracteristica favoravel a formulacdo de nanoparticulas, pois formas amorfas possuem
absor¢do maior que as cristalinas e consequentemente, apresentam uma maior

biodisponibilidade in vivo (SONAM & KUMAR, 2014).

6.3.5 Espectroscopia de Absorcao na Regido do Infravermelho

Foram obtidos espectros para o AG, nanoparticulas de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo
ou nao AG e a mistura fisica do PLGA com o AG. Os espectros do AG e da mistura fisica

estao representados na Figura 12.

Figura 12 - FT-IR do AG e da mistura fisica do polimero com o farmaco.
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AG: farmaco livre; AG-PLGA: mistura fisica do AG e PLGA.

As bandas de absor¢do obtidas para o AG mostraram-se similares com as descritas na
literatura, sendo possivel identificar e interpretar algumas bandas caracteristicas

(BERGAMINI, 2008; LIU et al., 2013). A banda em 3409 cm’ é referente a deformagao axial
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da ligacdo O-H que sdo ligagdes de hidrogénio intermoleculares, outra banda em 1715 cm™ é

referente a deformacao axial da ligagdo C=O do acido carboxilico. As bandas em 1540 e 1470
cm’ se referem a deformagio axial da ligagdo C=C do fenil, em 1029 cm’ ocorre a
deformacdo angular da ligagio C-H aromatica no plano e em 868 cm™ a deformacédo angular
fora do plano da ligacdo C-H do anel aromatico com tetra-substituicdo em 1,3,4,5
(BERGAMINI, 2008; DELIGIANNAKIS, SOTIRIOU & PRATSINIS, 2012).

A mistura fisica do PLGA e AG apresenta uma banda de absor¢io em 3490 cm’
referente a deformagao axial do OH presente tanto no espectro da NP-PLGA como do AG. A
banda em 1624 cm™ é referente a deformacio axial do grupamento C=0 do PLGA, ji a banda
em 1530 cm™ ¢ referente a deformacio axial da ligacao C=C do fenil do AG. Em 1029 cm’e
em 881 cm’', ambas se referem a deformacdes da ligagio C-H do AG. Os espectros das
nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 sem o AG e contendo AG estao apresentados nas

Figuras 13 e 14.

Figura 13 - FT-IR das nanoparticulas de PLGA e PLGA contendo AG.
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Figura 14 - FT-IR das nanoparticulas de PLGA/PS80 ¢ PLGA/PS80 contendo AG.
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NP-PLGA/PS80: nanoparticulas de PLGA/PS80; NP-PLGA-AG: nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG.

Os espectros das nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 apresentaram uma banda de
absor¢do em 3477 cm” referente a deformacio axial da hidroxila, as vibragdes de estiramento
das ligagoes simples do CH, CH, e CHj3 ocorrem em 2950 a 3004 cm'l, em 1760 cm™ ocorre
deformacdo axial do C=0 e em 1097 a 1179 cm™ deformagio do C-O (NATH et al., 2013).
Analisando o espectro da nanoparticula de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo AG, verifica-se a
sobreposicao das bandas do PLGA nas do AG, por isso, ndo existe diferenca entre as bandas
de absorcao. Devido a similaridade dos espectros das nanoparticulas vazias com as
nanoparticulas contendo o AG, sugere-se que ocorreu uma distribuicdo molecular do AG na

estrutura polimérica do sistema carreador.

6.3.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial e Termogravimetria

Medidas simultaneas de DSC e TG foram obtidas para o AG livre, nanoparticulas
vazias e nanoparticulas contendo AG. Enquanto as amostras foram aquecidas de maneira
controlada, a DSC avaliou a energia em fun¢do da temperatura ¢ a DTG determinou a
estabilidade térmica por porcentagem de perda de massa em funcao da temperatura.

A curva do AG obtida por DSC (Figura 15) apresentou um pico endotérmico proéximo

de 100°C que corresponde a perda de agua (AH= 294,3 J/g), indicando sua natureza cristalina.
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O segundo pico entre 200 e 300°C corresponde a sua degradacao (AH= 437,8 J/g), onde a
curva apresentou um percurso ascendente. A curva da DTG confirma que a perda de massa,
em porcentagem, referente a perda de dgua (10,8%) e a decomposicao (52,1%) ocorre na

mesma faixa de temperatura que o evento apresentado na curva do DSC.

Figura 15 - Curvas de aquecimento obtidas por DSC e DTG para o AG.
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O estado fisico do AG encapsulado em nanoparticulas de PLGA foi comparado com o
farmaco livre e com as nanoparticulas de PLGA. Na curva das nanoparticulas de PLGA por
DSC pode-se observar a presenga de uma faixa endotérmica correspondente a degradagao do
polimero em 296,17°C (AH= 173,4 J/g) (Figura 16A). Na formulagdo de nanoparticulas de
PLGA onde o AG foi encapsulado (Figura 16B), percebe-se somente uma faixa de
decomposicao em 303,87°C (AH= 287,4 J/g), sendo essa temperatura mais alta que do AG
puro (266,64°C), indicando um aumento da estabilidade térmica deste por meio do
nanocarreador. Rosa et al. (2013) descreveram o mesmo perfil de protegao do farmaco pela
matriz polimérica quando AG foi encapsulado em microparticulas de quitosana, ciclodextrina
e xantana.

As curvas por DTG indicam uma perda de massa de 93,6% para a degradacao das
nanoparticulas PLGA e de 100% para a degradagao das nanoparticulas de PLGA contendo
AG, sendo que as temperaturas onde estas perdas ocorreram sdo as mesmas que foram

encontradas nas curvas do DSC.
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Figura 16 - Curvas de aquecimento obtidas por DSC e DTG para as nanoparticulas de PLGA (A) e

nanoparticulas de PLGA contendo AG (B).
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A curva obtida por DSC para as nanoparticulas de PLGA/PS80 (Figura 17A)
apresentou uma faixa de degradagao em 313,36°C (AH= 300,7 J/g), temperatura maior do que
somente as nanoparticulas de PLGA (296,17°C), confirmando a presenca de PS80 na
superficie das nanoparticulas. Para a formulacdo de nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo
AG (Figura 17B), o termograma indica um aumento maior da temperatura de degradagao,
para 365,64°C (AH= 213,5 J/g). Comparando as temperaturas de degradacdo do AG puro
(266,64°C) e das nanoparticulas de PLGA contendo AG (303,87°C) com as nanoparticulas de
PLGA/PS80 contendo AG, pode-se sugerir que o PS80 ¢ uma protecao adicional ao polimero,
aumentando em maior proporcao a estabilidade térmica do farmaco. Na curva de DTG, o
inicio de degradacao térmica das nanoparticulas de PLGA/PS80 ocorre com uma perda de
massa 95%, ja para as nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG a perda de massa ¢ de

93,6%, ambas acontecem nas mesmas temperaturas identificadas pela DSC.
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Figura 17 - Curvas de aquecimento obtidas por DSC e DTG para as nanoparticulas de PLGA/PS80 (A) e
nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG (B).
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As técnicas termo-analiticas, como DSC e TG sao de grande utilidade para a analise
de polimeros e para investigar interagdes entre os polimeros e os farmacos em formulagdes de
nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Tanto para as nanoparticulas de PLGA como
para as nanoparticulas revestidas com PS80 foi observado o desaparecimento dos eventos
térmicos de fusdo do AG, sugerindo que o farmaco se dispersou de forma molecular na matriz
polimérica, alterando de sua forma cristalina para a forma amorfa. Estes dados corroboram
com os resultados obtidos neste trabalho pela andlise por DR-X. Além de que as formulagdes

contendo AG se mostraram mais estaveis termicamente do que o farmaco livre.

6.3.7 Analise Morfolégica

A avaliacdo das caracteristicas da superficie e forma das nanoparticulas de AG foi
realizada por meio da técnica de MEV-FEG, sendo as fotomicrografias apresentadas nas

Figuras 18 e 19.
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Figura 18 - Aspectos morfologicos das nanoparticulas de PLGA contendo AG (A) e das nanoparticulas de

PLGA contendo AG com medi¢ao na escala nanométrica (B). Aumento de 41,2 kx.
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Figura 19 - Aspectos morfologicos das nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG (A) e das nanoparticulas de
PLGA/PS80 contendo AG com medi¢ao na escala nanométrica (B). Aumento de 47,3 kx.
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A andlise morfologica confirmou a presenca de um sistema nanoparticulado para as
duas formulagdes em estudo. As nanoparticulas de PLGA contendo AG se apresentaram com
diametro proximo de 200 nm e com forma esférica bem definida e superficie lisa. As
nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG se apresentaram com tamanho préximo de 160
nm e forma que tende a esférica. Os tamanhos ficaram préximos aos determinados pela
técnica de DLS e condizentes com a técnica de obtengcdo emulsificagdo-evaporagao do

solvente que produz nanoesferas.
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6.3.8 Estudo de Liberacao in vitro

As nanoparticulas de PLGA podem ser capazes de proporcionar a um farmaco uma
liberagdao sustentada por poucas horas, dias ou semanas (WOHLFART, GELPERINA &
KREUTER, 2012). Ambas as formulacoes de PLGA e PLGA/PS80 contendo AG

apresentaram liberagao lenta como pode ser observado na Figura 20.

Figura 20 - Perfil de liberagdo das nanoparticulas de AG.
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As nanoparticulas de PLGA com AG apresentaram uma liberagdo acumulada de
19,67% em 72 h. As nanoparticulas revestidas com PS80 apresentaram uma liberacao
acumulada de 12,08% no mesmo periodo. A possivel explicacdo para essa diferenga entre as
duas formulag¢des ¢ a presenga do PS80 na superficie das nanoparticulas revestidas, o qual
constitui um impedimento adicional a liberacdo do farmaco da matriz polimérica. Tal
caracteristica pode ser vantajosa para a aplicagao pretendida de liberagdo cerebral, visto que o
ideal ¢ que uma maior por¢do do farmaco encapsulado seja liberada somente apos atingir o
SNC.

A partir dos perfis de liberacdo obtidos foi realizada a modelagem matematica dos
dados. A modelagem matematica fornece conhecimento relativo ao transporte de massa e dos
processos quimicos envolvidos nos sistemas de liberagdo de farmacos, além dos parametros
geométricos, utilizando uma abordagem sistemdtica com um numero pequeno de andlises
experimentais (ARIFIN, LEE & WANG, 2006). A escolha do modelo ideal para cada

formulagdao levou em consideragdo os valores do coeficiente de correlagdo (r), critério de
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selegao do modelo (MSC) e constante de velocidade (k) que estdo apresentados nas Tabelas

10 e 11. O modelo de segunda ordem apresenta duas constantes cinéticas do sistema, o e 3.

Tabela 10 - Analise cinética da liberacdo de AG a partir de nanoparticulas de PLGA.

r MSC k (h™)

Ordem Zero 0,900 -2,344 0,220

Primeira Ordem 0,911 -2,288 0,002

Higuchi 0,901 -2,344 0,134
Segunda Ordem 0,996 4,189 a=0,0005 / p=0,232

Tabela 11 - Analise cinética da liberacao de AG a partir de nanoparticulas de PLGA/PSS80.

r MSC k (h™

Ordem Zero 0,914 -0,376 0,126

Primeira Ordem 0,919 -0,324 0,001

Higuchi 0,914 -0,376 0,076
Segunda Ordem 0,999 5,770 0=0,0004 / p=0,164

A equacao que apresentou melhor ajuste matematico aos perfis de liberacao obtidos
foi a do modelo de segunda ordem. A escolha do modelo levou em consideracao o valor de r
que fosse mais proximo de 1 e o maior valor obtido de MSC. Este modelo estabelece que o
processo de liberagdo do farmaco a partir das nanoparticulas ocorre em duas velocidades
distintas (RITGER & PEPPAS, 1987). Para a formula¢do de PLGA, a fase onde a liberacao
foi mais rapida apresentou constante cinética de 0,0005 h! e a fase lenta de 0,232 h'l,
enquanto para a formulacdo de PLGA com revestimento as constantes foram de 0,0004 h' e
0,164 h™'. A primeira etapa foi inicialmente rapida, também conhecida como efeito burst,
provavelmente relacionada ao farmaco que estava aderido a superficie, e a segunda etapa mais
lenta, de um modo mais controlado, relacionada ao farmaco presente na matriz polimérica.
Sabe-se que nanoparticulas desenvolvidas pelo método de emulsificacao-evaporagdo do
solvente apresenta uma liberacdo com efeito burst nas primeiras horas (JAVADZADEH et
al., 2010). Uma maior concentracao inicial liberada de AG permite que sua concentracao
ideal no plasma seja atingida mais rapidamente, ao passo que uma liberagdo posterior mais
lenta auxilia na manuteng@o dessa concentracdo por um periodo mais longo.

A aplicacao do modelo de Korsmeyer-Peppas (ou lei das poténcias) permite verificar

qual ¢ o mecanismo pelo qual a substancia ¢ liberada das nanoparticulas. O mecanismo de
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liberagao de um farmaco, baseado nas caracteristicas fisico-quimicas do polimero, pode ser
dividido em trés processos principais, dentre eles a difusdo, erosdo ou a mistura de ambos os
processos (ARIFIN, LEE & WANG, 2006). O valor do expoente de liberagao (n) que indica o

mecanismo de liberacao estd apresentado na Tabela 12.

Tabela 12 - Calculo das constantes matematicas pelo modelo de Korsmeyer-Peppas.

Formulacio n
Nanoparticulas de PLGA contendo AG 0,13
Nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG 0,29

No caso de formas esféricas, a lei das poténcias apresenta duas interpretacdes fisico-
quimicas distintas. Quando n assume um valor inferior a 0,43, indica que a liberagao do
farmaco ¢ controlada pela difusdo. Quando n ¢ superior a 0,85, indica que a liberagao ¢
controlada pelo inchamento (ou erosao) do polimero e valores de n entre 0,43 e 0,85 estdo
relacionados com a juncdo de ambos os processos, denominado transporte andmalo
(SIEPMANN & PEPPAS, 2001). Os valores de n e obtidos para as nanoparticulas de PLGA e
PLGA/PS80 foram 0,13 e 0,29, respectivamente. Portanto, pode-se observar que para as duas
formulagdes de nanoparticulas contendo AG, a liberagao do farmaco ocorreu pelo mecanismo

de difusdo, também chamado de transporte Fickiano.

6.4 Estudo de Estabilidade das Nanoparticulas frente ao Armazenamento

A analise do tamanho médio e indice de polidispersao de nanoparticulas em fungdo do
tempo de armazenamento ¢ uma forma simples de avaliar sua estabilidade. Em geral as
nanoparticulas poliméricas demonstram boa estabilidade (WOHLFART, GELPERINA &
KREUTER, 2012). A analise do tamanho das formulacdes de nanoparticulas de PLGA
contendo AG e PLGA/PS80 contendo AG esta representada na Figura 21.



69

Figura 21 - Tamanho das nanoparticulas de PLGA contendo AG (A) e nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo
AG (B) (n=3).
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Médias + desvio padrio (n=3) das leituras analisadas separadamente por temperatura (ANOVA com pos teste

Tukey e a 0,05).

As nanoparticulas de PLGA contendo AG se mantiveram estaveis durante as 12
semanas de armazenamento, tanto na temperatura ambiente como a -20°C. O mesmo ocorreu
com as formulacdes revestidas com PS80. A analise do indice de polidispersao das

formulagdes estéd representada na Figura 22.

Figura 22 - Indice de polidispersio das nanoparticulas de PLGA contendo AG (A) e nanoparticulas de
PLGA/PS80 contendo AG (B) (n=3).
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Médias + desvio padrao (n=3) das leituras analisadas separadamente por temperatura (ANOVA com pds teste

Tukey e a 0,05).

As nanoparticulas mantiveram o perfil monomodal inicial de distribuicdo de tamanho
avaliado pelo indice de polidispersdo. Inicialmente seu valor era de 0,092 + 0,002 para as

nanoparticulas de PLGA contendo AG e 0,082 + 0,049 para as nanoparticulas de PLGA/PS80
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contendo AG. Em todas as leituras realizadas durante as 12 semanas, os valores obtidos ndo
diferiram significativamente entre si.

O potencial zeta ¢ outro parametro importante a ser analisado na estabilidade, pode ser
alterado com o passar do tempo caso ocorra mudancgas na interface das nanoparticulas com o
meio dispersante. Isto pode acontecer em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na
superficie das nanoparticulas ou da adsor¢do de espécies iOnicas presentes no meio aquoso
(SCHAFFAZICK et al., 2003). A analise do potencial zeta para as nanoparticulas contendo

AG esta representada na Figura 23.

Figura 23 - Potencial zeta das nanoparticulas de PLGA contendo AG (A) e nanoparticulas de PLGA/PS80
contendo AG (B), (n=3).
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Médias + desvio padrio (n=3) das leituras analisadas separadamente por temperatura (ANOVA com pos teste

Tukey e a 0,05).

As nanoparticulas de PLGA apresentaram potencial zeta inicial de -19,43 = 1,76 mV
que se manteve ap0s 0 armazenamento em temperatura ambiente e a -20°C. As nanoparticulas
de PLGA/PS80 armazenadas em temperatura ambiente mantiveram o mesmo potencial
somente até 8§ semanas. A partir das 12 semanas o potencial que era de 22,90 + 0,72 mV se
alterou para -17,56 £ 0,22 mV. Porém, quando armazenadas em temperatura de -20°C, os
valores obtidos em todas as leituras ndo foram considerados diferentes do entre si,
demonstrando sua estabilidade nesta condi¢ao de temperatura.

As suspensdes coloidais, na maior parte das vezes, ndo tendem a separacao de fases,
entretanto, apds o passar do tempo, pode ocorrer a aglomeracdo e a sedimentagdo das
nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003). O estudo de estabilidade fisico-quimica se
torna importante visto que a estabilidade de nanoparticulas em meio aquoso pode ser limitada.
Ambas as formulagdes ndo apresentaram tendéncia a floculacdo ou agregacdo devido aos

resultados do tamanho médio e polidispersdao. Entretanto, as nanoparticulas de PLGA/PS80
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tiveram seu potencial zeta alterado quando armazenadas mais que 8 semanas em temperatura
ambiente. Como essas nanoparticulas possuem a superficie modificada com um polissorbato
que ¢ soluvel em meio aquoso, pode ter ocorrido uma interagdo entre o PS80 e o meio
dispersante nas condigdes apropriadas de temperatura, aumentando seu potencial. Por isso, o

recomendado ¢ seu armazenamento em temperatura de -20°C.

6.5 Caracterizaciao Biologica das Nanoparticulas

6.5.1 Avaliacao da Toxicidade Celular sobre Hemacias - Ensaio ex vivo

Na avaliagdo da toxicidade celular sobre hemacias, o AG livre e as nanoparticulas de
PLGA contendo AG ndo apresentaram atividade hemolitica em todas as concentragdes
testadas (80, 40 e 20 ug/mL) ap6s 72 h de incubagdo. O AG nas mesmas concentragdes
apresentou uma instabilidade em relacdo as suas propriedades fisicas, de uma coloracao
transparente se tornou verde-acinzentado apos 24 h de incubagdo (Figura 24). Fato este nao
observado com as nanoparticulas que continham o mesmo composto, sugerindo uma possivel

protecao para o farmaco neste sistema de liberacao.

Figura 24 - Pocos de uma microplaca de Elisa utilizada para a leitura dos sobrenadantes resultantes da

centrifugacdo da suspensdo de hemacias.

(A) tratamento das hemacias com agua representando 100% de hemolise, (B) nanoparticulas de PLGA contendo
AG na concentra¢do de 80 pg/mL demonstrando auséncia de hemolise e (C) AG livre na concentracdo de 80

pg/mL representando a alteracdo nas propriedades do farmaco em tampdo com auséncia de hemolise.

As propriedades da superficie das nanoparticulas podem danificar diretamente as
membranas de hemacias (NAAHIDI et al., 2013). O PS80 pode atuar como um tensoativo em
formulagdes e consequentemente um potencial hemolitico é esperado das formulacdes de
nanoparticulas revestidas com este tipo de polissorbato. Na Figura 25 estdo apresentados os
valores obtidos da porcentagem de hemolise das nanoparticulas vazias de PLGA/PS80, AG
livre e nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG nas concentra¢des de 80, 40 ¢ 20 pg/mL
apods 24, 48 e 72 h de incubagao.
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Figura 25 - Porcentagem de hemolise das nanoparticulas de PLGA/PS80, AG e nanoparticulas de PLGA/PS80
contendo AG.
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&b ¢ médias de triplicada + desvio padrdo analisadas a cada 24 h, onde letras iguais significam igualdade

estatistica e letras diferencas desigualdade estatisticas (ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

E possivel observar que as nanoparticulas de PLGA/PS80 com concentragio de 80
pg/mL de AG, causaram hemolise significativa apds 72 h e baixa hemolise em 48 h. O
mesmo ocorreu com as nanoparticulas vazias de PLGA revestidas. Fato este que pode ter
ocorrido pelo aumento de PS80 aderido a superficie das nanoparticulas ser proporcional a
concentracdo de AG. Nas concentragoes de 40 e 20 pg/mL, a porcentagem de hemolise ficou
abaixo de 10% em todos os tempos, semelhante ao controle. Mudancas nas caracteristicas
fisicas do AG também nao foram observadas neste sistema de liberagao.

A verificagdo do carater hemolitico das nanoparticulas ¢ uma parte importante dos
estudos pré-clinicos de formulagdes, pois estas caso sejam administradas intravenosamente
entrariam em contato primeiramente com as cé€lulas vermelhas do sangue que existem em uma
porcdo maior na corrente sanguinea do que as células fagociticas mononucleares. Por esta
razdo, o exame pré-clinico da biocompatibilidade com componentes celulares deve ser
considerado (NAAHIDI et al., 2013). Portanto, ambas as formulagdes de nanoparticulas
poliméricas contendo AG se mostraram compativeis com as hemacias nas concentragdes de
40 e 20 pg/mL, sendo que as formulagdes que possuem revestimento com PS80 possuem uma

tendéncia a causar danos a membrana caso a concentragdo de AG seja mais alta, pois
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consequentemente a quantidade de PS80 também aumenta. As nanoparticulas sem

revestimento demonstraram auséncia de toxicidade em todas as concentragdes analisadas.

6.5.2 Determinacao da Atividade Antioxidante in vitro

Os radicais livres sao atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados que
fazem parte de processos fisioldégicos essenciais para o corpo humano. Estes radicais sdo
altamente instaveis e atuam em algumas reagdes quimicas com outras moléculas, sendo
derivados de trés elementos, oxigénio, nitrogénio ou enxofre, criando assim as espécies
reativas de oxigénio (ERO’s), espécies reativas de nitrogénio (ERN’s) e espécies reativas de
enxofre (ERE’s) (CAROCHO & FERREIRA, 2013). Em excesso, os radicais livres podem ter
efeito negativo no organismo humano, como por exemplo, as ERO’s podem causar dano em
componentes moleculares por meio da oxidacao de lipideos, proteinas ¢ DNA (NAGPAL,
SINGH & MISHRA, 2013; STEVANOVIC et al., 2014).

Os radicais livres desempenham um importante papel na patologia das doengas
neurodegenerativas, portanto, os antioxidantes podem servir como um agente complementar
na terapia de tais doengas (JI, ZHANG & SHEN, 2006). O AG tem a habilidade remover as
ERO’s verificada em muitos estudos, além de que foi identificado como um eficiente
sequestrador dos radicais ABTS e 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) (ABDELWAHED et
al.,2007; PAL et al., 2010; YU et al., 2011).

O ABTS ¢ um dos métodos colorimétricos mais utilizados para avaliar a atividade
antioxidante de compostos. O ABTS pode ser oxidado, gerando o radical ABTS<+, que pode
ser medido por espectrofotometria em 414, 660 ou 734 nm (JIA et al., 2012). Portanto, a
propriedade antioxidante do AG livre e das nanoparticulas contendo AG foi analisada por este
método colorimétrico. Os resultados estao apresentados na Tabela 13 e foram expressos como

porcentagem de inibicao.
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Tabela 13 - Porcentagem de inibigdo do radical ABTSe+ das nanoparticulas de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo
AG nas concentragdes de 15,62; 7,81 e 3,90 pg/mL nos tempos de 0, 2, 4, 8, 24 ¢ 48 h.

Porcentagem de Inibicao

Concentracio Nanoparticulas de Nanoparticulas de AG livre

Final de AG PLGA-AG PLGA/PS80-AG
Oh

15,62 pg/mL 85,44 + 3,80° 46,42 +7,18° 99,83 £ 0,29°

7,81 ng/mL 66,62 + 11,19° 25,26 £ 6,56° 99,87 £ 0,00°

3,90 pg/mL 37,47 +5,14° 15,60 + 5,62¢ 99,37 £ 0,25°
2h

15,62 pg/mL 96,00 + 4,78* 49,35+ 10,14° 98,93 £ 0,46°

7,81 ng/mL 73,82 + 10,76° 30,67 £ 1,45¢ 99,16 £0,07°

3,90 pg/mL 49,58 + 10,79" 18,22 £4,79¢ 99,08 +0,52°
4h

15,62 pg/mL 97,67 + 4,03* 54,09 + 6,42° 99,48 £0,14°

7,81 ng/mL 80,96 + 9,36° 30,48 £2,28° 99,64 + 0,00°

3,90 pg/mL 45,60 + 6,82° 17,11 £0,92° 99,48 £ 0,49°
8h

15,62 pg/mL 94,07 +8,10° 42,45 + 6,74° 99,48 + 0,14°

7,81 ng/mL 64,46 + 11,96° 24,29 £ 2,44° 99,64 + 0,00*

3,90 pg/mL 39,53 + 3,93 15,48 + 1,08° 99,48 + 0,49°
24 h

15,62 pg/mL 87,27 +7,57" 38,13 +3,52° 99,12 +0,30°

7,81 pg/mL 51,74 + 8,65" 22,64 £ 4,12° 94,47 £ 0,62°

3,90 pg/mL 30,77 £ 6,31° 15,44 +1,18° 92,07 £ 0,79*
48 h

15,62 pg/mL 83,37 + 6,34° 30,94 £4,41° 99,50 + 0,12°

7,81 pg/mL 39,89 + 8,45" 16,04 + 1,36° 93,56 + 0,45°

3,90 pg/mL 24,67 +3,71° 13,03 £+ 1,68° 69,01 £2,01°

diferencas desigualdade estatisticas (ANOVA com pos teste Tukey e a 0,05).

¢ médias + desvio padrdo (n=3) analisadas por linha, onde letras iguais significam igualdade estatistica e letras

A analise dos resultados apresenta uma pronunciada atividade antioxidante do AG

livre, demonstrando a tendéncia de decaimento de sua atividade depois de 48 h na
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concentragao de 3,90 ug/mL. Isso ocorre devido a caracteristica do AG de se oxidar de modo
nao enzimatico em solugdes fisiologicas, gerando seus metabdlitos que possuem atividade
antioxidante menor (GIL-LONGO & GONZALEZ-VAZQUEZ, 2010). No estudo de
Mansouri ef al. (2013b) a dose necessaria para alcangar resultados positivos in vivo foi de 10
mg/kg, visto que nas concentragdes mais baixas o AG nao produziu efeito, demonstrando seu
rapido metabolismo.

As nanoparticulas de PLGA demonstraram ter um perfil de sistemas de liberacao
controlada, pois houve um aumento da inibi¢do no tempo inicial de 85,44 a 97,67% apods 4 h.
Apbs esse periodo, houve um decaimento da inibicdo do AG presente nas nanoparticulas,
devido a restricdo do método de avaliar a atividade de compostos que se metabolizam
rapidamente em tampdes. Depois de certo periodo de tempo, o AG incubado em um sistema
estatico, como ¢ o sistema in vitro, se oxida e quando uma aliquota deste ¢ retirada para a
realizagdo do teste, o composto liberado das nanoparticulas tem parcialmente se oxidado,
causando a diminui¢ao da inibi¢ao do radical.

As nanoparticulas de PLGA/PS80 demonstraram uma menor atividade antioxidante.
Este resultado ¢ condizente com aqueles encontrados no teste de liberacao in vitro, onde esta
formulagdo apresentou uma menor porcentagem de liberagdo acumulada que pode estar
relacionada a menor atividade. Sabe-se que o PS80 ¢ uma protecao adicional ao farmaco e por
isso, ¢ utilizado para o direcionamento cerebral. Diante disso, pode-se sugerir que o AG
encapsulado em nanoparticulas com revestimento enfrenta uma barreira adicional para ser
liberado no meio fisiologico, possuindo uma liberacdo mais controlada e direcionada que as
nanoparticulas com somente PLGA.

A atividade das nanoparticulas in vivo pode ser totalmente diferente, pois estdo
relacionados mecanismos que conseguem direciona-las a um local especifico, protegem o
farmaco de sua degradacdo, aumentam a biodisponibilidade, dentre outros, que provavelmente
melhorem a atividade antioxidante encontrada in vitro. Além disso, a maior parte das
formulagdes na literatura que encapsularam o AG utilizaram materiais como silica, quitosana,
ciclodextrina, xantana, tetréxido de triferro, selénio, magnetita e ouro (MORENO-ALVAREZ
et al., 2010; BARNABY et al., 2011; DELIGIANNAKIS, SOTIRIOU & PRATSINIS, 2012;
DORNIANI et al., 2012; NAGPAL, SINGH & MISHRA, 2013; ROSA et al., 2013;
DORNIANI et al., 2014). Estes materiais apresentam menor biocompatibilidade e
biodegradabilidade que o PLGA utilizado neste estudo, que ¢ um polimero ideal para o

encapsulamento de farmacos em nanoparticulas. De modo geral, as caracteristicas fisico-
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quimicas e biologicas apresentadas pelas nanoparticulas deste estudo foram favoraveis,

indicando que as nanoparticulas de PLGA e PLGA/PS80 sdo potenciais carreadores de AG.
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7 CONCLUSOES

Um método analitico por CLAE com detec¢do por PDA foi desenvolvido com
sucesso, sendo obtidos parametros padronizados, tais como especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, limite de detec¢do e quantificacdo, exatiddo e robustez, ideais para a
quantificacdo de AG no sobrenadante das nanoparticulas e na solu¢ao do teste de liberagao in
vitro.

As nanoparticulas obtidas de PLGA ¢ PLGA/PS80 contendo AG foram produzidas
pelo método de emulsificagdo-evaporacao do solvente com emulsdo simples. As formulagdes
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas como tamanho médio, indice de polidispersao,
distribui¢do de tamanho, potencial de superficie, estabilidade térmica, forma e cinética de
liberagdao, adequadas para um sistema de liberacdo de farmacos. Além de que o farmaco
encapsulado apresentou carater amorfo que ¢ favoravel aos sistemas carreadores.

As nanoparticulas de PLGA contendo AG demonstraram estabilidade frente as duas
formas de armazenamento, em temperatura ambiente e refrigeracdo de -20°C. Da mesma
forma, as nanoparticulas de PLGA/PS80 contendo AG mantiveram a estabilidade levando em
consideracdo a analise do tamanho e indice de polidispersao. Porém, em relacao ao potencial
zeta, a temperatura ambiente influenciou na sua estabilidade, sendo entdo recomendado o
armazenamento dessa formulagdo em refrigeracao de -20°C.

As nanoparticulas desenvolvidas nao apresentaram toxicidade celular sobre hemacias
significativa nas concentracdes de 40 e¢ 20 ug/mL de AG e demonstraram potencial
antioxidante com liberagao controlada e dependente da concentragao.

Os resultados indicam que as nanoparticulas produzidas possuem caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas adequadas para o carreamento de AG. Para confirmar o possivel
efeito antioxidante e neuroprotetor do AG presente nas formulagdes devido ao seu

direcionamento cerebral, ¢ necessario a realizacao de experimentos in vivo.
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